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1 RESUMEN 
 
En esta memoria, se muestran los resultados más relevantes obtenidos de la 
producción de fosfolípidos estructurados, estos nuevos compuestos tienen 
propiedades saludables, un alto valor añadido y pueden ser utilizados en la elaboración 
de alimentos funcionales y nutracéuticos. Dos fosfolípidos estructurados con tirosol e 
hidroxitirosol han sido sintetizados y purificados. Las dos principales metodologías 
utilizadas han sido elegidas por su carácter respetable con el medio ambiente, estas 
son; la síntesis enzimática y la extracción con disolventes GRAS, ambas idóneas para la 
obtención de productos de grado alimentario. 
En primer lugar, se ha analizado el desarrollo tecnológico existente en el actual sector 
industrial alimentario, haciendo hincapié en el uso de fosfolipasas en diferentes 
campos de la elaboración de alimentos. De la misma manera se ha estudiado, la 
tecnología de lípidos portadores en el ámbito científico, para valorar el grado de 
innovación requerido. Seguidamente, se ha desarrollado la producción de derivados 
fosfolipídicos de tirosol e hidroxitirosol basándose en una estrategia que contempla 
sostenibilidad, aplicabilidad y rentabilidad del proceso en el sector alimentario. Por 
tanto, parámetros como temperatura, medios de reacción, relación entre sustratos, 
concentración de sustratos, concentración de enzima, relación sustratos-enzima o 
escalado han sido optimizados, con el fin de conseguir una alta productividad. El 
diseño y la optimización de las reacciones desarrolladas, han sido influenciadas por la 
posterior extracción del producto sintetizado, influyendo esta fase en la toma de 
decisiones para conseguir una purificación fácilmente aplicable al sector industrial. Es 
importante destacar, que este trabajo ha sido desarrollado valorando su potencial 
aplicación en procesos industriales y todos los resultados han sido obtenidos a escala 
de planta piloto. 
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2 LISTA DE ABREVIATURAS 
 
 
AGs: Ácidos grasos 
DGs: Diglicéridos 
DHA: Ácido graso docosahexaenoico 
EPA: Ácido graso eicosapentaenoico 
HT: Hidroxitirosol 
LPs: Lisofosfolípidos 
LPA: Ácido lisofosfatídico 
LPC: Lisofosfatidilcolina 
LN: Lípidos neutros 
PA: Ácido fosfatídico  
PC: Fosfatidilcolina  
PE: Fosfatidiletanolamina 
PG: Fosfatidilglicerol 
PHT: Fosfatidilhidroxitirosol  
PT: Fosfatidiltirosol 
PI: Fosfatidilinositol  
PLs: Fosfolípidos 
PLA: Fosfolipasa A 
PLC: Fosfolipasa C 
PLD: Fosfolipasa D 
PS: Fosfatidilserina 
PT: Fosfatidiltirosol 
SEEDS: Sistemas autoemulsionables 
SM: Esfingomielina 
TGs: Triglicéridos 
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3 ESTRUCTURA DE LA MEMORIA 
 
El procedimiento relativo al tribunal, defensa y evaluación de la tesis doctoral en la 
Universidad Autónoma de Madrid, aprobado en Consejo de Gobierno el 3 de febrero 
de 2012, permite presentar la tesis doctoral como un compendio de publicaciones. 
Para ello se requiere un mínimo de 3 artículos publicados o admitidos para su 
publicación en revistas científicas de reconocido prestigio o en libros editados de 
importancia justificada. La memoria del trabajo de Tesis Doctoral debe incluir una 
introducción general que presente los trabajos compendiados, justifique la temática y 
explique la aportación original del autor, así como un resumen global de los resultados 
obtenidos, de la discusión de éstos y de las conclusiones finales. Se ha de incluir una 
copia completa de los mencionados trabajos. 
 
La memoria de la presente investigación de Tesis Doctoral responde a los requisitos 
anteriormente descritos y está estructurada en seis secciones. Dentro del apartado de 
resultados y discusión, se han incorporado cuatro artículos científicos realizados en 
torno a la obtención de fosfolípidos portadores bioactivos, que han sido publicados en 
revistas de difusión científica internacional. 
 
1. Presentación y Objetivos: planteamiento de las hipótesis del plan de trabajo, 
así como los objetivos generales y específicos de esta memoria. 
 
2. Introducción: presentación de los fundamentos y antecedentes 
correspondientes a los trabajos realizados. 
 
3. Plan de trabajo: descripción de  la metodología y los procedimientos aplicados,  
y las tareas realizadas para alcanzar los objetivos planteados. 
 
4. Resultados y Discusión: Publicaciones presentadas en inglés y con el esquema 
convencional de las publicaciones científicas.  
 
18 
 
- Carlos Torres, Diana Martín, Guzmán Torrelo, Víctor Casado, Oscar 
Fernández, Daniel Tenllado, Luis Vázquez, Inés Morán-Valero, Guillermo 
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14-19. 
 
5. Discusión general: se presenta una discusión general de los trabajos 
presentados en la memoria, relacionando los resultados obtenidos en las 
distintas sub-secciones. 
 
6. Conclusiones: presentación de las conclusiones generales y más relevantes 
obtenidas en los trabajos expuestos y discutidos en las secciones anteriores. 
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4 PRESENTACIÓN Y OBJETIVOS 
 
Los hábitos alimentarios pueden describirse como patrones rutinarios de consumo en 
la dieta. En las últimas décadas, se han creado nuevas tendencias en dichos hábitos y 
sobre todo existe una nueva concepción del significado de los alimentos. El actual 
interés por seguir una dieta sana para alcanzar estados óptimos de salud, ha dado 
lugar a estas nuevas tendencias en consumo de alimentos, que van dirigidas a aportar 
beneficios para la salud, además de ser seguros y nutritivos. El motor de estos cambios 
es el nuevo estilo de vida propio de las sociedades desarrolladas. Sin embargo, la falta 
de tiempo para cocinar, el ritmo de vida actual y la enorme oferta de alimentos hacen 
complicada la toma de decisiones adecuadas y conduce a que muchas personas no 
sigan una alimentación equilibrada. Por lo tanto, aunque es cierto que se ha producido 
un aumento del interés por los problemas dietéticos relacionados con la salud y con el 
consumo de los llamados alimentos sanos, es necesaria, una mayor claridad tanto en 
las propiedades de los alimentos, como en sus procesos de elaboración, de modo que 
se ayude al consumidor a elegir determinados alimentos y a excluir otros.  
En esta tesis se pretende contribuir al avance de la tecnología alimentaria, 
específicamente en la obtención de lípidos portadores, mediante la utilización de 
biocatálisis con fosfolípidos. Los lípidos portadores pueden mejorar la incorporación a 
matrices alimentarias o mejorar la biodisponibilidad y actividad biológica de diversos 
compuestos bioactivos. La estrategia de los lípidos portadores ha sido desarrollada 
principalmente por el campo farmacéutico, en la liberación de principios activos. Pero 
la aplicación en el campo de la alimentación está en fase de desarrollo, 
proporcionando la optimización de absorción de ingredientes bioactivos por el 
organismo. 
El objetivo general de esta tesis es obtener fosfolípidos estructurados que incorporen 
compuestos fenólicos bioactivos, mediante el empleo de tecnologías inocuas y 
medioambientalmente limpias, para su posterior aplicación en el campo de la 
alimentación. 
La producción de fosfolípidos estructurados bioactivos, mediante el uso de fosfolipasas 
y particularmente de fosfolipasa D ha sido descrita en el campo científico en diversas 
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ocasiones. Sin embargo, el uso de disolventes tóxicos, el cual conlleva riegos para el 
ser humano está muy extendido en este campo. Por otro lado, las concentraciones de 
los sustratos en dichas reacciones son bajas, por lo tanto, las cantidades de productos 
obtenidos son a su vez relativamente bajas en la mayoría de los casos. De la misma 
manera, en los trabajos a escala laboratorio, la rentabilidad del proceso no suele ser 
valorada, obviando por ejemplo, la relación sustratos/enzima utilizada. 
 
Una serie de objetivos específicos también han sido propuestos: 
- Estudiar las diferentes fosfolipasas disponibles, tanto comercialmente como en el 
ámbito científico, para conseguir diseñar modificaciones de fosfolípidos viables en la 
industria alimentaria. 
- Fortalecer las metodologías de extracción y análisis de muestras lipídicas que 
contienen fosfolípidos, orientadas al seguimiento de las reacciones de 
transformación de fosfolípidos y la obtención de fosfolípidos estructurados.  
- Desarrollar un proceso biocatalítico, en el que ninguno de los componentes de la 
reacción sea potencialmente peligroso para el ser humano, utilizando enzimas y 
disolventes GRAS. 
- Conseguir alta productividad en la síntesis del fosfolípido estructurado para 
asegurar su rentabilidad, con el fin de estudiar la viabilidad de la aplicación en el 
sector industrial alimentario.  
- Aislar el fosfolípido estructurado de forma sencilla y sin utilizar disolventes tóxicos, 
para conseguir obtener un producto en polvo, sin humedad y lo más puro posible. 
- Conseguir ajustar el proceso desarrollado en planta piloto, para valorar los 
problemas que surgen en el escalado. 
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5 INTRODUCCIÓN 
 
5.1 FOSFOLÍPIDOS 
 
5.1.1 Bioquímica del fosfolípido 
 
Los fosfolípidos (PLs) son un tipo de lípido alimentario ingerido a diario en nuestra 
dieta, pero poco conocido por la mayoría de los consumidores. Históricamente todos 
los lípidos han tenido connotaciones negativas para la salud, aunque estos son 
imprescindibles para la vida.  Actualmente, sabemos que los lípidos no sólo son 
necesarios, sino que, tomadas en su justa medida, y dependiendo del tipo que sean, 
son consideradas saludables. Este es el caso de los PLs, que son los principales 
constituyentes de las membranas celulares y juegan un papel crucial en la bioquímica y 
fisiología de la célula. Los principales roles de los PLs en el organismo son: 
-Ofrecer garantías estructurales para la integridad de las membranas y ayudar a llevar 
a cabo sus funciones. Su estructura molecular, con carácter anfipático, permite la 
constitución de la bicapa lipídica esencial para la membrana celular [1, 2]. 
-Regular el metabolismo y fisiología de la célula, ya que constituyen una importante 
fuente de precursores para mediadores y mensajeros altamente activos, tales como 
eicosanoides, diacilglicerol, inositol fosfatos o factores de activación plaquetaria [3]. 
-Regular la señalización celular, debido a que, la cabeza polar y diversos ácidos grasos 
(AG), pueden ser liberados para generar segundos mensajeros que son utilizados en 
transducción de señales en la célula. Los PLs participan en la transducción de señales 
biológicas a través de la membrana y median en una gran cantidad de eventos dentro 
y fuera de la célula[4-6].  
-Regular procesos biológicos básicos como absorción intestinal de lípidos y síntesis de 
prostaglandina y lipoproteínas [7]. 
-Proporcionar energía y ácidos grasos poliinsaturados como araquidónico, 
eicosapentaenoico [8] y docosahexaenoico (DHA), jugando un importante papel en el 
crecimiento, desarrollo cerebral y células de la retina [4]. 
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5.1.2 Clasificación y estructuras de los fosfolípidos 
 
Existe una gran variedad de PLs en la naturaleza, pero generalmente todos ellos 
contienen una cadena de glicerol o de esfingosina [9]. 
Usualmente se conoce como PLs a los componentes del subgrupo de 
glicerofosfolípidos (GPLs). Estos GPLs se caracterizan por contener un esqueleto de 
glicerol, AGs en posiciones 1 y 2, un grupo fosfato y unido a este, un alcohol. Sin 
embargo, los PLs se clasifican en cuatro clases principales: los GPLs ya mencionados, 
esfingolípidos, eterfosfolípidos y fosfonolípidos, en función de su cadena principal y sus 
tipos de enlaces [10, 11]. 
 
Glicerofosfolípidos 
Los GPLs son lípidos abundantes en la naturaleza, contienen una parte apolar formada 
por el grupo diacilo y una porción polar por el grupo fosfato, al que se une un grupo 
alcohol, como se presenta en la Figura 1. Los GPLs se clasifican en función de la 
naturaleza de los AGs y el alcohol unido al grupo fosfato, así como de las propiedades y 
las funciones biológicas de los GPLs. Cuando estas estructuras contienen una colina, 
serina, etanolamina, glicerol o inositol son nombrados como fosfatidilcolina (PC), 
fosfatidilserina (PS), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilinositol 
(PI).  
 
Figura 1. Estructura general del glicerofosfolípido 
 
 
 
 
 
24 
 
Existen tres tipos de moléculas con variantes en su estructura con gran repercusión en 
el metabolismo humano (Figura 2):  
1) Aquellos que tan sólo tienen un ácido graso en posición 1 o en posición 2 del glicerol 
denominados lisofosfolípidos (LPs) (monoacilglicerofosfolipido).  2) El ácido fosfatídico 
(PA), que es el fosfolípido sin ningún alcohol unido al grupo fosfato. 3) El compuesto 
que contiene dos grupos diacilglicerofosfatidil unidos en la posición 1 y 3 de la misma 
molécula de glicerol, llamado cardiolipina. 
  
 
 
Figura 2. Representación esquemática de las estructuras químicas de 
glicerofosfolípidos [10] 
 
Esfingolípidos 
Los esfingolípidos son un amplio grupo de lípidos complejos cuya estructura es una 
cadena larga de aminoalcohol, comúnmente trans-1,3-dihidroxi-2-amino-4-
octadeceno, (esfingosina en mamíferos) [12, 13]. 
Pero la estructura de las moléculas de esfingosina (Figura 3) pueden variar en la 
longitud de la cadena alquílica (de 14 a 22 átomos de carbono), en el grado de 
saturación, en la posición de los dobles enlaces, en la presencia de un grupo hidroxilo 
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en posición 4 y en la ramificación de la cadena alquílica para formar diferentes 
esfingolípidos[12, 13]. Una esfingosina suele estar acilada con un ácido graso de 
cadena larga (14-30 átomos de carbono), por su grupo amino en posición 2 para 
formar una ceramida.  
Las estructuras más usuales de esfingolípidos son ceramidas con diferentes 
sustituyentes polares en el grupo hidroxilo del C1. 
Hasta la fecha han sido encontrados más de 300 esfingolípidos con cabezas polares 
diferentes. Entre estos compuestos se encuentran la esfingomielina (SM), los 
cerebrósidos y los cerebrosulfátidos que abarcan las tres grandes categorías de 
esfingolípidos que conocemos hoy (fosfoesfingolípidos y glicosfingolípidos ácidos y 
neutros) [13, 14].  
 
Figura 3. Estructura química de esfingolípidos [10]. 
 
Éter fosfolípidos 
Los éter fosfolípidos contienen grupos alquilo o alquilo-enil [14]. Los éter fosfolípidos 
más importantes en el organismo se denominan plasmalógenos, los cuales poseen el 
O-alkil-1-enil con un doble enlace cis adyacente al enlace éter. 
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Fosfonolípidos 
La distribución de fosfonolípidos en la naturaleza se limita principalmente a ciertos 
animales inferiores, tales como los moluscos, protozoos y bacterias, por tanto, tienen 
menor relevancia para la salud humana. Son residuos del ácido 2-Aminoetillfosfónico 
(ciliatina) unidos a una ceramida o a un diacilglicerol [15, 16]. 
 
5.1.3 Propiedad anfifílica de los fosfolípidos 
 
Los PLs poseen un extremo hidrófilo y otro hidrófobo, lo que les aporta carácter 
anfifílico.  Esto explica su comportamiento cuando se encuentran en medio acuoso, 
siendo capaces de autoasociarse eliminando el contacto energéticamente 
desfavorable entre la parte hidrófoba de estas moléculas y el agua. De la misma 
manera colocan su parte hidrófila en contacto con el agua. Esta auto-asociación de PLs 
da lugar a agregados moleculares de muy diferente tamaño y geometría. Los 
agregados se organizan de forma diferente según sea su balance hidrofílico/lipofílico, 
grado de ionización o concentración, dependiendo también de factores externos como 
temperatura, pH o fuerza iónica. La Figura 4 representa algunas de las estructuras 
básicas encontradas con frecuencia cuando los PLs se mezclan en solución acuosa, 
tales como micelas o liposomas. Además, en presencia de disolventes orgánicos, los 
PLs tienden a formar micelas inversas  [17, 18]. 
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Figura 4. Estructuras básicas formadas por los PLs [17] 
 
La propiedad anfifílica le otorga a los PLs su gran capacidad emulsionante, sin duda los 
PLs son considerados importantes ingredientes tecnológicos, cuyo uso principal es la 
formación de emulsiones. Las emulsiones son termodinámicamente inestables y 
tienden a volver a transformase al sistema de fases separadas del que provienen. Sin 
embargo, tras la adición de emulsionantes adecuados, tales como PLs, las emulsiones 
se vuelven cinéticamente estables durante un periodo de tiempo más duradero [17]. 
Como los PLs contienen tanto un grupo hidrófilo como un grupo hidrófobo, se pueden 
orientar en la interfase aceite-agua reduciendo la tensión interfacial entre las dos 
fases. De este modo, disminuye la tendencia de la coalescencia, que es el proceso en el 
que dos gotas con la misma composición entran en contacto para formar una gota de 
mayor tamaño. Pero además del agente emulsionante, la estabilidad de las emulsiones 
depende de otros factores como la viscosidad de las fases y la relación de volumen de 
fases [19]. 
Mención especial merece la formación de liposomas, que también son consecuencia 
del carácter anfifílico de PLs. Cuando los PLs se dispersan en medios acuosos se 
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pueden formar espontáneamente vesículas esféricas, estas vesículas comúnmente 
conocidas como liposomas contienen membranas compuestas por PLs. La estructura 
de los liposomas da lugar a la separación de dos fases acuosas por una membrana. 
Estos liposomas se pueden utilizar para atrapar distintas moléculas dentro del 
compartimento acuoso central si son solubles en agua. Además, si las moléculas son de 
naturaleza apolar, se pueden integrar dentro de la membrana. A diferencia de la 
micela, en un liposoma las cadenas hidrocarbonadas apolares se agrupan formando 
capas, de modo que crean esferas bicapa concéntricas que envuelven por completo 
una región interna de agua.  Los primeros liposomas, fueron descritos en 1965 y 
pronto se propusieron como sistemas de administración de fármacos. El trabajo 
científico durante casi 5 décadas ha conducido al desarrollo de avances técnicos 
importantes para utilizar los liposomas en diversas aplicaciones, tales como, carga de 
fármacos, extrusión con tamaño homogéneo, liposomas de liberación, liposomas que 
contienen polímeros de ácidos nucleicos, liposomas de ligando específico y liposomas 
que incorporan combinaciones de fármacos. Estos avances han dado lugar a 
numerosos ensayos clínicos en áreas tan diversas como cáncer, antibióticos, 
anestésicos o antiinflamatorios [20, 21]. Por otro lado, en la actualidad los liposomas 
también son utilizados en cosméticos debido a sus efectos hidratantes. La aplicación 
actual más relevante en relación a la tecnología alimentaria, es su utilización como 
lípidos portadores que mejoren el transporte de compuestos bioactivos.  
Los liposomas se clasifican generalmente de acuerdo a su rango de tamaño, número 
de láminas y volumen interno disponible. En la Figura 5 se presenta un esquema con 
ilustraciones de liposomas de diferente tamaño y número de láminas. Se puede 
distinguir entre vesículas multilamelares (MLV), vesículas multivesiculares (MVV), 
vesículas unilamelares grandes (LUV), o vesículas unilaminares pequeñas (SUV). 
Mientras que los liposomas SUV muestran un diámetro de aproximadamente 20 a 100 
nm, los LUV, MLV, y MVV tienen un tamaño desde un pocos cientos de nanómetros a 
varios micrones [17]. 
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Figura 5. Representación de los principales tipos de liposomas. [17] 
 
5.1.4 Fosfolípidos en la dieta 
 
Los PLs han adquirido una gran importancia comercial por sus reconocidos beneficios 
para la salud. Sin embargo, la creciente demanda de  productos alimenticios bajos en 
grasa, conlleva generalmente una reducción del consumo de PLs. La ingesta normal de 
PL es de 2-8 gramos por día, lo que representa del 1 al 10% de la ingesta total de grasa 
al día. Huevos, casquería, carnes magras, pescado, mariscos, granos de cereales y 
semillas oleaginosas son alimentos con un alto contenido en PLs. Sin embargo, 
hortalizas, frutas y tubérculos, contienen niveles relativamente bajos [22]. En la Tabla 1 
se muestran las principales fuentes de PLs. El fosfolípido más común en los alimentos 
es la PC y suele comprender el 90% de los PLs de la dieta, aunque también está 
disponible como suplemento alimenticio en un producto conocido como lecitina. Otros 
PLs, tales como la PE, PS y PI están presentes en cantidades mucho más pequeñas en la 
dieta. PE es el segundo fosfolípido más abundante, se encuentra sobretodo en hígado 
y cerebro, aunque también está presente en plantas. El PI es abundante en tejido 
cerebral y en menor cantidad en productos como la soja. En cuanto a la SM, está 
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presente en huevos, carne y pescado y se ingiere en un nivel de 0,3-0,4 gramos por día 
[22]. 
 
Tabla 1. Contenido de lípidos totales y PLs en algunos alimentos. 
 
 LÍpidos totales 
(g / 100g 
alimento) 
mg/100g 
Total PL PC PE P1 PS SM LPC 
Yema de huevo 31.8 10306 6.771 1.917 64 - 486 419 
Hígado de cerdo 3.7 2901 1688 618 209 38 131 61 
Hígado de pollo 5.6 2542 1120 829 - 146 291 - 
Soja 20.8 2308 917 536 287 - - - 
Calamar 1.68 1098 777 114 - 83 102 - 
Pechuga de pollo 1.12 783 391 187 - 100 56 - 
Carne de ternera 4.1 660 407 207 - - 46 - 
Cacahuete 48.5 620 270 50 150 - - -- 
Bacalao 2.2 580 331 128 23 29 29 6 
Espinaca 0.3 157 37 36 11 - - - 
Patata 0.15 76 38 22 12 1 - - 
Zanahoria 0.3 55 23 15 5 3 - - 
Manzana 0.09 40 21 10 6 1 - - 
Leche de vaca 3.7 34 12 10 2 1 9 - 
 
5.1.5 Suplementos alimenticios 
 
El consumo de PLs como suplementos alimenticios ha aumentado significativamente 
en los últimos años, por lo que existe una gran cantidad de productos comerciales 
disponibles (Tabla 2). 
Concretamente en el campo de la salud humana, los PLs están indicados en la 
prevención de diversas enfermedades como hipercolesterolemia, aterosclerosis y 
enfermedad cardiovascular por la capacidad de inhibir la absorción de colesterol [23, 
24]. En cuanto al control de la obesidad, diversos estudios han demostrado la 
capacidad del PI para disminuir los lípidos en plasma e hígado, además, también se ha 
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detallado la prevención de enfermedades relacionadas con obesidad, proporcionada 
por fosfatidilcolina conteniendo AGs omega 3 de cadena larga [25, 26]. Respecto al 
desarrollo cognitivo y cerebral, la PS ha mostrado mejoras en propiedades cognitivas y 
resultados positivos en Alzheimer, pérdida de memoria, estrés y depresión [27]. Como 
mediadores de inflamación e inmunidad, los derivados oxidados de los PLs tienen una 
importante implicación en la activación de la inflamación. Por otro lado, los 
lisofosfolípidos están implicados en la regulación de la respuesta inmune [28, 29]. 
 
Tabla 2. Suplementos de base fosfolipídica disponibles comercialmente. 
[30]. 
 
Nombre producto Información del producto 
 Procedentes de Soja 
Essentiale ® 80% PC. Otros ingredientes: aceite de soja, aceite de ricino, etanol, etil-
vainillina, metoxiacetofenon, colorantes alimentarios, gelatina, tocoferol y 
el agua; en forma de cápsulas. Nattermann & Cie GmbH 
Essentiale L ® o 
Buer ® Lecitina 
Fosfolípidos soja (pureza desconocida), otros ingredientes: riboflavina, 
fosfato de sodio, clorhidrato de piridoxina, cianocobalamina, pantotenato 
de sodio y nicotinamida, en forma de cápsulas.  Nicholas Piramal India Ltd. 
O Nycomed GmbH Alemania 
S45 Lipoide ® 
 
45-50% de PC de soja, 10-18% PE, máx. 4% LysoPC. Composición ácidos 
grasos: ácido linoleico 58-65%, 12-17% ácido palmítico, ácido oleico 8-12% 
y otras AF; como compuesto en polvo.  Lipoid GmbH 
Lipostabil ® 
 
93% de PC. Otros ingredientes: etanol, alcohol bencílico, ácido 
desoxicólico, hidróxido de sodio, cloruro de sodio, tocoferol y agua; como 
formulación líquida. Artegodan GmbH 
PC-55 
 
55% PC, 30% PE, PI 3%, otras PLs y triglicéridos; compuesto en polvo. 
Twinlab 
PhosChol 
 
80% de lecitina de soja (Phosal 75A), 18% de TG. Otros ingredientes: 
anetol, tocoferol y parabenos. Composición de ácidos grasos: ácido 
linoleico, principalmente; como formulación líquida. Nutrasal LLC Co. 
Phospholipon ® 
100 
 
100% PC de soja como compuesto en polvo. 
fosfolípidos GmbH 
Phospholipon 
90G ® 
94-100% de PC, LysoPC y tocoferol; compuesto en polvo. GmbH 
PC poliinsaturada 
 
PC con ácido linoleico 40-52% (n-6); como compuesto en polvo. 
Rhône-Poulenc Rorer GmbH 
Lecitina 
poliinsaturada 
60% de PC, 30% de PE, ácido fosfatídico 6%, 
3% monophosphatidylinositol, 3% LysoPC, los ácidos grasos insaturados 
de 80%, 20% de otros ácidos grasos; compuesto en polvo. American 
Lecithin Co. 
Lecitina de soja 31.7% PC, 20,8% de PE, PS 3%, 17,5% PI, ácido fosfatídico 2%, otros 
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 ingredientes desconocidos; compuesto en polvo. Herbario, Brasil 
Lecitina de soJa 
 
40.4% PC, 35,1% de PE, 24,5% PI. Composición de ácidos grasos: 56,6% de 
linoleato, 18,9% de palmitato y otros ácidos grasos; compuesto en polvo. 
Central Soya, Fort Wayne IN 
Soja PC 
 
96,5% PC como compuesto en polvo. 
Tsujiseiyu Matsuzaka Co. [ 
Cápsulas de PC  
de soja  
 
64% de PC de soja, 30% de aceite de soja, otros PLs, etanol y agua. 
Composición de ácidos grasos: ácido 64% linoleico, ácido palmítico 12%, 
ácido oleico 12%, ácido linolénico 8% y ácido esteárico 4%; como 
compuesto líquido. Nutrition et Santé, Revel, Francia 
Sterpur P-30 
 
30% de PC, 21% de PE y 8% de PI, otros ingredientes desconocidos; como 
granulado. Stern-Lecitina de Soja y GmbH 
 Procedente de leche 
Lacprodan ® PL-
20 
 
27% PC, 22% PE, PI 8%, 27% SPM, 12% PS y otros ingredientes; compuesto 
como en polvo. Arla Foods Ingredients. 
Esfingomielina Extraído de la leche bovina, composición desconocida; como compuesto 
en polvo. Avanti Polar Lipids, Inc. 
 De origen marino 
MPL (oil Krill 
Neptune, NKO ™) 
 
40% PL, 15% de EPA y el 9% de DHA obligados a PLs y lípidos neutros, 
otros ingredientes: insaturada FAS, saturado AF, gelatina, glicerina, agua, 
como formulación líquida envasada en cápsulas de gelatina. Jarrow 
Formulas Co. 
 
MPL (Vitalipin ®)  
 
29% PC, 18% de EPA y 26% DHA unido a PLs y lípidos neutros, otros 
ingredientes: polienos, otras grasas; formulación líquida envasada en 
cápsulas de gelatina. Membramed GmbH alimentos saludables  
 
PC  de calamar PC contiene ácido palmítico 35,2%, el 9,2% de EPA, DHA 43% y el 13% de 
otros ácidos grasos; compuesto en polvo. Nippon química RSS Co. Ltd.  
 De origen animal 
PI de hígado 
bovino  
 
100% PI como compuesto en polvo. Avanti Polar Lipids, Inc.  
 
PS derivados de 
cortez cerebral  
 
Composición desconocida. Fidia Farmaceutical S.p.A.  
 
GPLs de cerebro 
de cerdo  
 
PLs con aprox. 23% ácidos grasos saturados, 53% de ácidos grasos 
monoinsaturados y 24% de ácidos grasos n-6, como compuesto en polvo. 
Laboratoires Ponroy, Francia  
 
. 
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5.1.6 Aplicación tecnológica de fosfolípidos 
 
Además de su actividad biológica, los PLs poseen numerosas aplicaciones tecnológicas 
en la industria de la alimentación, farmacia y cosmética [4, 31]. Los PLs han sido 
ampliamente utilizados como aditivos tecnológicos; estabilizadores, texturizantes, 
dispersantes, emulsionantes o antioxidantes. Debido a sus propiedades anfifílicas, los 
PLs obtenidos de subproductos del aceite, leche y huevo, son utilizados sobretodo 
como tensioactivos y emulsionantes en la industria alimentaria, principalmente bajo el 
nombre de lecitina [32].  
Ciertos PLs especiales están diseñados como prodrogas para controlar la liberación o 
mejorar la absorción de fármacos. La industria farmacéutica utiliza diversos tipos de 
PLs en la formulación de liposomas, como por ejemplo los formados con dimiristoil-PC, 
que poseen efectos terapéuticos en metástasis. En medicina, muchos PLs son 
marcados y utilizados como herramienta para estudiar procesos bioquímicos. El 
estudio del perfil de PLs por resonancia magnética nuclear es empleado en el 
diagnóstico de tumores cancerígenos [33, 34]. Por otro lado, la PC se emplea como un 
agente tensioactivo pulmonar en el tratamiento de la dificultad respiratoria neonatal 
ya que los PLs comprenden el 80% de los surfactantes pulmonares [35]. Los PLs 
también tienen aplicación como aditivos en otros sectores industriales, en pinturas, 
plástico, caucho, vidrio, cerámica, productos asfálticos, industria del petróleo, 
procesamiento de metales, pesticidas, adhesivos, textiles y cueros  [32]. 
 
5.1.7 Lecitina  
 
La lecitina es la designación dada a un conjunto de triglicéridos (TGs) y PLs, 
(mayoritariamente PC) con diferentes grados de pureza. Sin embargo, en bioquímica, 
el término lecitina es usualmente utilizado como sinónimo de PC pura.  
La elaboración de la lecitina de origen vegetal se basa en la extracción de PLs de 
aceites mediante un proceso de desgomado. Tan solo los PLs hidratables son los que 
constituyen el producto comercial llamado lecitina, ya que las gomas hidratadas 
obtenidas se extraen y se secan al vacío. Los fosfolipidos no hidratables como el PA y el 
ácido lisofosfatídico contenidos en el aceite no forman parte de la lecitina [36]. De 
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hecho, tras los últimos estudios, parece que PC y PI son hidratables en todos los casos, 
sin embargo PE y PA pueden ser hidratables o no dependiendo de su capacidad para 
formar sales. En cuanto al ácido lisofosfatídico, no todas sus sales son hidratables [37]. 
Las semillas de girasol se pueden considerar una fuente potencial de lecitina, debido a 
su contenido en PLs [38], pero la fuente más habitual para la obtención de lecitina es el 
aceite de soja. Por otro lado, también la lecitina procedente de yema de huevo está 
disponible comercialmente. Las diferentes lecitinas tienen distintos usos y 
aplicaciones, así, por ejemplo, la lecitina de huevo es más resistente a la oxidación, y la 
de soja da lugar a emulsiones más estables [39].  
La lecitina de soja se comercializa principalmente como suplemento alimenticio. El 
contenido aproximado en PLs de la lecitina es: PC 20%, PE 15%, PI 20%, otros 
fosfátidos 5%, carbohidratos y esteroles 5%, y otros glicéridos el 35% [40, 41]. Además, 
la lecitina, se utiliza ampliamente como aditivo alimentario, y debido a sus 
propiedades emulsionantes, también es empleada como aditivo en la fabricación de 
productos cosméticos, farmacéuticos y de alimentación animal, [41, 42]. La lecitina es 
un ingrediente estándar en la margarina, proporciona consistencia y textura en salsas y 
otros productos cremosos. Actúa como emulsionante en la fabricación de productos 
lácteos como chocolate, quesos o helados, y ayuda a la dispersión de alimentos en 
polvo como leche y cacao [43, 44]. La lecitina también se utiliza con frecuencia como 
agente antiagregante en panadería y confitería para formar complejos con el almidón 
mejorando el ablandamiento de la miga y prolongando la vida útil del pan [45, 46].  
  
5.2 INGREDIENTE FUNCIONAL 
 
La sociedad está adquiriendo cada vez más conciencia de los problemas asociados a 
dietas con ciertas deficiencias en algunos nutrientes. En el pasado, los alimentos sólo 
eran valorados por su sabor, aroma o valor nutricional en general, pero actualmente, 
la mayoría de consumidores reconoce que existen categorías adicionales relacionadas 
con los alimentos. Este es el caso de los alimentos funcionales, que además de 
proporcionar las necesidades energéticas y nutricionales básicas, son capaces de 
aportar beneficios adicionales a nuestra salud. 
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Los consumidores se sienten cada vez más atraídos por estos productos buscando 
principalmente prevenir la aparición de ciertas enfermedades crónicas. Hay dos 
razones primordiales por las que el consumidor se puede sentir atraído por estos 
productos: 1) la falta de estudios científicos en algunos remedios naturales y 
tradicionales y 2) el alto coste de los medicamentos.  
La primera vez que se contemplaron alimentos procesados que contenían ingredientes 
con un posible efecto fisiológico beneficioso fue en Japón en 1991, y dio lugar a la 
aparición del término FOSHU (acrónimo en inglés de Food Of Specific Health Use) [47].  
Actualmente, una gran cantidad de compuestos bioactivos son introducidos en 
diversos alimentos para aportarles la capacidad de prevenir cierto tipo de 
enfermedades, apareciendo así el concepto de ingredientes funcionales. Los 
compuestos bioactivos pueden ser incorporados de diferentes formas en la matriz 
alimentaria como emulsiones, microemulsiones, soluciones micelares y suspensiones 
lipídicas, pero pretendiendo que el nuevo ingrediente esté incluido de forma 
homogénea y estable. Al incorporar estos compuestos en diferentes matrices de 
diversa naturaleza, han surgido principalmente dos necesidades, la capacidad de los 
procesos tecnológicos de incorporar los compuestos en la matriz deseada y la 
capacidad del organismo de absorber estos compuestos dependiendo de la forma en la 
que son introducidos. En la búsqueda de la solución a estos problemas, surge el 
concepto de lípidos portadores, los cuales, pueden conseguir la liberación eficaz de un 
compuesto bioactivo y pueden optimizar tanto la extensión como la velocidad de 
absorción de dichos compuestos. Esta estrategia fue desarrollada principalmente en el 
campo farmacéutico, pero puede ser extendida a los campos de nutracéuticos y 
alimentos funcionales. Estos vehículos lipídicos pueden aportar beneficios adicionales 
al ser incorporados en alimentos, protegiendo nutrientes y otros componentes 
bioactivos y mejorando su bioaccesibilidad durante la etapa de digestión de los 
alimentos. De este modo, es posible reducir pérdidas del componente activo o evitar 
interacciones con inhibidores de absorción. Además, estos vehículos lipídicos podrían 
mejorar el transporte de moléculas bioactivas a diferentes tejidos y la 
biodisponibilidad oral de compuestos poco solubles en agua. 
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5.3 LÍPIDOS PORTADORES DE COMPUESTOS BIOACTIVOS  
 
En la industria farmacéutica, el uso de formulaciones basadas en lípidos es uno de los 
varios enfoques aplicados para mejorar la biodisponibilidad de compuestos poco 
solubles en agua. En el caso específico de los sistemas de lípidos portadores para la 
administración de fármacos, se incluyen dos grupos, los sistemas lipídicos naturales 
como TGs, diglicéridos (DGs), PLs, AGs o esteroles, y los sistemas lipídicos sintéticos o 
también llamados lípidos estructurados. Estos lípidos estructurados son lípidos 
portadores de diseño modificados para conseguir mejorar la bioaccesibilidad y la 
biodisponibilidad de compuestos bioactivos. En este caso, en lugar de incorporar un 
compuesto bioactivo junto con el lípido portador, el compuesto es introducido en la 
estructura molecular del lípido. 
Inicialmente, los sistemas lipídicos de administración de fármacos demostraron ser 
eficientes y por ello, han recibido mucha atención por parte del ámbito académico. Así 
podemos distinguir diferentes sistemas basados en lípidos para la administración de 
fármacos como, emulsiones, microemulsiones, soluciones micelares, suspensiones 
lipídicas y sistemas autoemulsionables (SEDDS) [48, 49].  
Los SEDDS menos conocidos, pero muy interesantes, son mezclas isotrópicas que 
pueden contener lípidos, surfactantes, solventes y cosolventes, y que son usados en el 
diseño de formulaciones para mejorar la absorción de compuestos lipófilos. Estos 
SEDDS forman emulsiones de aceite en agua relativamente estables en contacto con 
los fluidos gastrointestinales, por acción del peristaltismo [49, 50]. A modo de ejemplo, 
la biodisponibilidad de la vitamina E (poco soluble en agua) ha sido estudiada en 
diferentes sistemas como puede ser su disolución en aceite de soja. Julianto y 
colaboradores demostraron que un sistema formado por monoleato de sorbitol, 
monoleato de sorbitol polioxietilinado (polisorbato) y tocoferol disuelto en aceite de 
palma, en las proporciones 4:2:4, aumenta los niveles en plasma de vitamina E entre 
un 200-400% comparando los niveles plasmáticos de dicha vitamina administrada en 
una cápsula de gelatina [51]. 
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5.3.1 Lípidos estructurados portadores 
 
Los lípidos estructurados son acilgliceroles, PLs y otros lípidos cuya estructura ha sido 
modificada selectivamente por métodos químicos y/o enzimáticos. Dichas 
modificaciones incluyen la incorporación de nuevos AGs y otras moléculas, así como la 
reestructuración de los AGs que los componen con el fin de producir nuevos lípidos 
con mejores funcionalidades. La síntesis de estos lípidos portadores conduce a la 
“lipofilización” (lipophilization) de compuestos bioactivos hidrófilos, modificando el 
equilibrio hidrófilo/lipófilo de tales moléculas, lo que mejora su bioaccesibilidad y su 
biodisponibilidad. Ello permite, por ejemplo, ampliar la utilidad de antioxidantes 
bioactivos cuyo empleo está muchas veces limitado por su difícil solubilización en 
diversas matrices. Por otro lado estos lípidos portadores pueden dirigir las moléculas 
bioactivas a órganos o tejidos específicos. Es importante destacar que algunos lípidos 
portadores pueden ser por sí mismos compuestos biológicamente activos y se pueden 
producir acciones sinérgicas con la sustancia bioactiva que vehiculizan. 
 
5.3.2 Lípidos estructurados en la industria farmacéutica. 
 
La utilización de lípidos estructurados en la industria farmacéutica, persigue los 
siguientes objetivos: mejorar la biodisponibilidad, regular la excreción, reducir la 
toxicidad o superar problemas en la formulación de distintas sustancias bioactivas. Por 
ejemplo, se han producido antiinflamatorios no esteroideos como ácido acetil 
salicílico, naproxeno, indometacina  e ibuprofeno unidos a glicéridos con el fin de 
reducir su ulcerogenicidad [52].  Otros fármacos han sido modificados con el fin de 
promover su difusión a través de la barrera hematoencefálica, como por ejemplo el 
neurotransmisor GABA, glicina o L-Dopa unidos a glicéridos [52-54]. 
En el caso específico de los PLs estructurados en la industria farmacéutica, se pueden 
distinguir dos casos de modificaciones sobre el fosfolípido: la sustancia bioactiva unida 
a la cabeza polar del fosfolípido a través del grupo fosfórico, o su unión en una de las 
dos posiciones de la molécula de glicerina. Así por ejemplo, es bien conocida la 
adicción de nucleósidos por su actividad antiviral o antineoplásica a la cabeza polar de 
fosfolípidos [52, 55, 56]. De esta forma, estos nucleósidos tienen una mejor absorción 
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y comportamiento farmacocinético. Como ejemplo de PLs modificados por reemplazo 
de AGs, se ha descrito la síntesis de ácido valproico e ibuprofeno unidos a PLs [57]. 
 
5.3.3 Lípidos estructurados en la industria alimentaria. 
 
En el campo de la tecnología de alimentos, son muchas las moléculas bioactivas que 
tienen baja solubilidad en agua, lo que dificulta su manipulación e inclusión en 
determinados alimentos. Además, esta limitación puede disminuir la funcionalidad de 
tales moléculas, ya que la solubilización luminal y la disolución en el tracto 
gastrointestinal, son eventos necesarios para su biodisponibilidad [58, 59]. De esta 
forma los lípidos portadores estructurados que funcionan como sistemas de 
administración de ingredientes alimentarios bioactivos, mejoran su incorporación a 
matrices alimentarias, su biodisponibilidad o su actividad biológica. Numerosas 
moléculas bioactivas aparecen continuamente en la literatura científica reclamando su 
uso potencial como ingredientes funcionales o nutracéuticos, tales como ácidos 
fenólicos, esteroles, AGs o vitaminas. Un caso muy estudiado, es la adicción de 
antioxidantes naturales en alimentos funcionales. En muchos casos el antioxidante 
presenta baja solubilidad en agua o en aceite, lo que afecta y dificulta su aplicación 
tecnológica en diversos alimentos. En este sentido, la obtención de lípidos 
estructurados que incorporan antioxidantes como ácido ascórbico o compuestos 
fenólicos en su estructura, ha sido ampliamente estudiada [60-62].  
Los PLs estructurados son un caso especial, debido al carácter anfifílico y a la mayor 
complejidad de su estructura, principalmente por su cabeza polar. Los PLs por tanto, 
tienen una diferente capacidad para incorporar compuestos bioactivos en 
comparación con TGs, DGs y monoglicéridos [63, 64]. Los PLs estructurados 
modificados en su composición de AGs son sintetizados enzimáticamente para 
incorporar AGs bioactivos de cadena corta, media o larga. La incorporación en PLs del 
ácido hexanoico, linoleico conjugado (CLA), o poliinsaturados n-3 como los ácidos EPA 
y DHA [8] han sido extensamente estudiados [65-68].  
Por otro lado, diversos antioxidantes como ácido ascórbico, tocoferol y compuestos 
fenólicos han sido incorporados también en la molécula del fosfolípido, modificando su 
39 
 
cabeza polar [31, 64]. La mayor complejidad encontrada en la síntesis de PLs 
estructurados, es la elección de enzimas y medios de reacción adecuados, teniendo en 
cuenta la naturaleza química de los sustratos de reacción, ya que su polaridad y 
solubilidad condiciona en gran medida el progreso de estos bioprocesos.  
 
5.3.4 Fenolípidos 
 
Los compuestos fenólicos se encuentran prácticamente en todas las plantas de forma 
natural y son compuestos habituales en la dieta humana. Por otro lado, han 
despertado un gran interés por su potencial como antioxidantes naturales en 
alimentos procesados. Los compuestos fenólicos poseen uno o más anillos aromáticos 
con uno o más grupos hidroxilo y se clasifican en: flavonoides, ácidos fenólicos, 
taninos, estilbenos y lignanos; siendo estos dos últimos menos comunes. Los 
compuestos fenólicos, son los metabolitos secundarios más abundantes de las plantas, 
con más de 8.000 estructuras fenólicas actualmente conocidas, que van desde 
moléculas simples, tales como ácidos fenólicos, a sustancias altamente polimerizadas 
como taninos.[69] 
Los flavonoides constituyen el mayor grupo de compuestos fenólicos de las plantas, lo 
que representa más de la mitad de los ocho mil compuestos fenólicos naturales. Las 
variaciones en la estructura de estos compuestos dan lugar a las clases principales de 
flavonoides, es decir, flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles, isoflavonas, y 
antocianidinas. De manera similar a los flavonoides, los ácidos fenólicos constituyen un 
importante número de compuestos fenólicos con funciones bioactivas [70]. En los 
últimos años, se ha prestado gran atención a los compuestos fenólicos bioactivos 
debido a su capacidad para promover beneficios para la salud humana, reduciendo la 
incidencia de diversas enfermedades [71, 72]. Existen numerosos estudios que 
atribuyen a los polifenoles de la dieta un importante papel en la prevención de cáncer, 
osteoporosis, diabetes mellitus, enfermedades neurodegenerativas y enfermedades 
cardiovasculares [73, 74]. Además, a los compuestos fenólicos se les ha atribuido 
capacidad antioxidante, limitando el riesgo de padecer enfermedades asociadas al 
estrés oxidativo, ya que pueden proteger estructuras celulares del ataque de especies 
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reactivas del oxígeno. Por otro lado, en las últimas décadas se han descrito otros 
muchos mecanismos en los que participan estos compuestos. Entre estos mecanismos 
destacan sus capacidad para modular la actividad de enzimas tales como la telomerasa 
[75], la ciclooxigenasa [76], la lipooxigenasa [77], o su capacidad para interaccionar con 
señales de transducción y receptores celulares [78, 79]. También poseen capacidad 
anti-mutagénica, antialergénica y antimicrobiana [80-82]. Debido a estas numerosas 
características beneficiosas para la salud humana, las investigaciones se han 
intensificado con el objetivo de encontrar frutas, verduras, plantas y subproductos 
agroindustriales como fuente de compuestos fenólicos bioactivos [70].  
Algunos de los compuestos fenólicos más conocidos en alimentación son el tirosol, el 
hidroxitirosol, la quercetina, el resveratrol, las isoflavonas y las procianidinas, los 
cuales pueden encontrarse en la oliva, el vino, la soja, la uva, el té y otras frutas y 
verduras. 
El tirosol y el hidroxitirosol (HT), mostrados en la Figura 6, son compuestos fenólicos 
destacados en el aceite de oliva virgen que están presentes en la oliva como derivados 
de secoiridoides o en forma libre. Los secoiridoides son compuestos glicosilados que se 
producen a partir del metabolismo secundario de terpenos [83].  
 
 
 
 
Figura 6. Estructura de tirosol e hidroxitirosol 
 
Aunque factores como la variedad, la madurez de la aceituna, el procesamiento del 
aceite de oliva o incluso factores agronómicos son fuertes determinantes en la 
cantidad final de los compuestos fenólicos en el aceite de oliva virgen, se han 
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cuantificado concentraciones de entre 100 y 600 mg/kg, de los cuales 
aproximadamente la mitad de esta cantidad corresponden a HT y sus derivados [83] 
El HT particularmente, surge de la oleuropeína (éster de HT y ácido elenólico), la 
oleuropeína, mostrada en la Figura 7, es el componente fenólico mayoritario de la 
pulpa de las aceitunas verdes de la variedad Olea europea.[84] 
 
 
 
Figura 7. Representación de la formación de hidroxitirosol a partir de oleuropeína 
 
Al igual que otros fenoles, el HT también, ha sido señalado como responsable de los 
beneficios para la salud asociados al consumo habitual de aceite de oliva virgen.  
Además, se ha indicado su actividad contra el estrés oxidativo celular, reduciendo los 
riesgos relacionados con la patogénesis y la proliferación de cáncer [85]. En el mismo 
sentido, el tirosol posee capacidad protectora de células Caco -2 contra efectos 
citotóxicos/apoptóticos de LDL oxidada, inhibe la actividad de la 5-lipoxigenasa de 
leucocitos, y mejora los sistemas de defensa antioxidante intracelulares. Aunque, el 
tirosol es un compuesto fenólico que no posee una marcada actividad antioxidante, se 
ha demostrado que ejerce potentes efectos protectores contra las lesiones oxidativas 
celulares reforzando otras defensas antioxidantes intracelulares [86]. 
Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la eficacia de tirosol e HT en algunos 
sistemas biológicos está relacionada con su capacidad de penetrar en las células y 
ambos tienen baja solubilidad y estabilidad en un entorno lipófilo [87]. La baja 
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solubilidad de los compuestos fenólicos en medios hidrófobos es un factor clave que 
limita su aplicación y biodisponibilidad [88, 89]. La modificación de estos compuestos 
fenólicos ha sido descrita anteriormente, su incorporación en la estructura de un lípido 
da lugar a nuevas moléculas con un equilibrio hidrófilo/lipófilo modificado. Mediante 
estas transformaciones catalizadas usualmente por lipasas, se pueden utilizar 
compuestos fenólicos con propiedades antioxidantes en matrices lipídicas [58].  
Aunque la biodisponibilidad del HT no parece especialmente problemática, 
recientemente se ha demostrado que sus ésteres sintéticos son mejor absorbidos que 
el  HT sin modificar [90]. Otra de las razones del interés en la producción de derivados 
lipídicos de HT, es la mejora de su empleo como antioxidante en alimentos. Por esta 
razón, se han estudiado derivados de HT con mejor equilibrio hidrófilo/lipófilo, para su 
posible utilización como antioxidantes en alimentos, al mismo tiempo que se intenta 
mejorar la biodisponibilidad del HT. Una metodología descrita para convertir el HT en 
una molécula más lipófila, es la esterificación del alcohol primario sin afectar al grupo 
catecol [91]. Más de 40 análogos lipófilos del HT han sido descritos empleando como 
biocatalizador la  lipasa de Candida antárctica [92], en algunos casos, los análogos del 
HT obtenidos fueron incluso más eficaces que el tocoferol como antioxidantes, 
mostrando además, efecto protector contra el daño oxidativo en células humanas [91]. 
Por otro lado, la síntesis de oleato de tirosol catalizada por dos lipasas inmovilizadas 
para su utilización como ingrediente alimentario, también ha sido descrita. Dicha 
“lipofilización” del tirosol mejoró ligeramente la actividad antioxidante de este 
compuesto fenólico en matrices oleosas en comparación con tirosol libre [93]. 
Además de tirosol e HT, otros muchos compuestos fenólicos han sido objeto de 
lipofilización. Este es el caso de flavonoides, ya que su actividad biológica se ve 
limitada por su baja solubilidad. En este sentido, diferentes modificaciones sobre 
flavonoides han sido descritas, como por ejemplo, la esterificación de diferentes 
flavonoides con AGs insaturados [94, 95]. La esterificación de AGs con isoflavonas, 
otorga a las isoflavonas el balance hidrófilo/lipófilo necesario para su incorporación en 
LDL, incrementando así la resistencia a la oxidación de las LDL [96].  
El ácido cafeico y el ácido ferúlico conocidos por sus propiedades antioxidantes 
tambien han sido modificados para obtener derivados más lipofílicos. [97, 98]. Por otro 
lado, el ácido rosmarínico, que es un ácido polifenólico que participa en la prevención 
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de la oxidación de LDL y la inhibición de la actividad de proliferación celular, además 
de tener actividades antibacterianas, antivirales y antioxidantes, también ha sido 
transformado en derivados más lipófilos. Los ésteres de ácido rosmarínico formados 
por procedimientos químicos, han mostrado mayor actividad frente a radicales libres 
que el ácido rosmarínico [99]. 
 
5.4 BIOCATÁLISIS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA 
 
Los criterios de un desarrollo sostenible que se están implementando en diversos 
sectores industriales entre los que se encuentra la industria alimentaria, han 
propulsado el interés por procedimientos ambientalmente más comprometidos. Entre 
ellos se encuentra la biocatálisis selectiva, aunque todavía es necesario un mayor 
desarrollo de estos procesos para garantizar su viabilidad a nivel industrial. 
El empleo de enzimas como biocatalizadores puede ser considerado como un proceso 
de “química verde". Las enzimas han sido utilizadas, en múltiples procesos de 
fermentación y bioconversión en sectores como el farmacéutico, energético, sanitario, 
alimentario y medio ambiental. Las enzimas presentes en la naturaleza se han utilizado 
desde tiempos antiguos en la producción de productos alimenticios, tales como queso, 
masa de pan, cerveza, vino y vinagre, pero en estos procesos se utilizaban 
microorganismos y no enzimas de forma aislada. El desarrollo de los procesos de 
fermentación durante la última parte del siglo pasado, destinadas específicamente a la 
producción de enzimas por la utilización de cepas seleccionadas, hizo posible la 
fabricación de enzimas purificadas, bien caracterizadas incluso a escala industrial. Este 
desarrollo ha permitido la introducción de enzimas en los productos y procesos 
industriales. Las ventajas que los procedimientos biocatalíticos poseen sobre los 
químicos se basan en que las reacciones catalizadas por enzimas son frecuentemente 
más regio-, quimio- y estereoselectivas, además de llevarse a cabo en condiciones 
seguras y muy benignas desde el punto de vista medioambiental. Por otro lado, con los 
avances en la ingeniería genética, las enzimas pueden sobreexpresarse haciendo los 
procesos biocatalíticos más económicos y eficientes; además los avances en la 
modificación estructural de las enzimas permite la creación de nuevas moléculas 
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proteicas con actividades catalíticas diseñadas a la medida de las necesidades, por 
ejemplo, la preparación de enzimas termoestables o estables a cierto pH, por medio de 
la mutagénesis aleatoria o dirigida. 
Dos aspectos clave en biocatálisis son el coste del biocatalizador y la necesidad de 
disolventes para llevar a cabo algunos procesos enzimáticos.  Por lo tanto, es de gran 
interés tanto a nivel académico como industrial, encontrar nuevos medios de reacción 
ambientalmente benignos y catalizadores eficientes que puedan ser fácilmente 
reutilizados. En la actualidad, los principales tipos de disolventes limpios son: fluidos 
supercríticos, disolventes fluorados, líquidos iónicos, agua y por otro lado las 
reacciones exentas de disolventes. Otra nueva estrategia, es la busqueda de 
disolventes GRAS (generalmente reconocidos como seguros o Generally Recognized As 
Safe) [100]. 
 
5.5 FOSFOLIPASAS 
 
A grandes rasgos, los problemas encontrados para reemplazar procesos químicos 
tradicionales por la utilización de fosfolipasas son: las dificultades en el escalado, la 
separación de producto tras el bioproceso, la tolerancia limitada de las enzimas a 
determinados sustratos y la necesidad de un conocimiento multidisciplinar para su 
implantación industrial. 
A nivel biológico las fosfolipasas desempeñan un papel fundamental en la regulación 
celular, metabolismo y biosíntesis de PLs. En concreto, se pueden atribuir a las 
fosfolipasas tres funciones generales; la función digestiva; el mantenimiento de la 
membrana: y la regulación de mecanismos celulares y transducción de señales[101]. 
Por ello, estas enzimas se encuentran en la mayoría de los organismos vivos, 
incluyendo plantas, animales, hongos y bacterias. Hasta la fecha, cientos de 
fosfolipasas han sido purificadas, caracterizadas y clonadas [102, 103]. 
El término fosfolipasas engloba un heterogéneo grupo de enzimas con una gran 
diversidad de familias, subgrupos e isoenzimas [104, 105]. La clasificación más simple 
de las fosfolipasas es su distinción según sean acilhidrolasas o fosfodiesterasas. Las 
45 
 
acilhidrolasas incluyen a las fosfolipasas A1, fosfolipasas A2 y fosfolipasas B. Mientras 
que las fosfodiesterasas engloban a las fosfolipasas C y la fosfolipasas D [101, 106]. 
Aunque todas las fosfolipasas tienen a los PLs como principales sustratos, se 
diferencian en la posición del fosfolípido sobre la que actúan, su función, su 
mecanismo de acción y su regulación. En función de la posición del fosfolípido sobre la 
que actúan se clasifican como A, B , C y D ( Tabla 3 ; Fig. 8). Por ejemplo, la fosfolipasa 
A1 (PLA1) hidroliza el enlace éster del ácido graso en la posición sn-1 de la molécula de 
glicerina. De este modo PLA1 y PLA2 producen AGs libres y lisofosfolípidos (LPLs); A su 
vez, la fosfolipasa B (PLB) rompe el ácido graso unido a LPLs; Por otro lado, Las 
fosfolipasas C (PLC) escinden el enlace glicerofosfato y las fosfolipasas D tienen 
capacidad para eliminar el alcohol de la cabeza polar de los PLs. Finalmente las 
esfingomielasas rompen la SM en fosfocolina y ceramida [107].  
La modificación de los AGs de distintos PLs también puede llevarse a cabo en presencia 
de lipasas.  Debido al mayor desarrollo tecnológico y conocimiento teórico y práctico 
del empleo de lipasas como biocatalizadores, éstas han sido las enzimas más comunes 
utilizadas para la modificación de PLs. 
 
Table3. Clasificación de fosfolipasas. 
 
Tipo de fosfolipasas Rotura 
PLA1 (EC 3.1.1.32) Enlace éster entre ácido graso  y glicerol en posición sn-1 
PLA2 (EC 3.1.1.4 Enlace éster entre ácido graso  y glicerol en posición sn-2 
PLB (EC 3.1.1.5)( Enlace éster entre ácido graso  y glicerol en posición sn-1 y sn -2 
PLC (EC 3.1.4.3) Primer enlace fosfodiester del glicerofosfolípido 
PLD (EC 3.1.4.4) Segundo enlace fosfodiester del glicerofosfolípido 
Esfingomielinasa 
(EC 3.1.4.1.2) 
Fosfodiester  de esfingomielina 
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Figura 8. Especifidad posicional de las fosfolipasas. [10] 
 
5.5.1 Aplicaciones de las fosfolipasas 
 
Las fosfolipasas son útiles en aplicaciones industriales ya que proporcionan ciertas 
ventajas frente a procesos químicos más clásicos. Poseen alta selectividad y pueden 
actuar sobre un solo compuesto de una mezcla compleja. Requieren condiciones de 
reacción suaves en comparación con algunas rutas químicas convencionales lo que 
conlleva a un menor gasto de energía.  Además, en ocasiones, los subproductos 
obtenidos en la producción de enzimas y las propias enzimas son fácilmente 
biodegradables [100].  
Uno de los enfoques más recientes para ampliar el empleo de estas enzimas en 
biocatálisis es el diseño de fosfolipasas mediante modificación genética de las ya 
existentes, confiriéndoles propiedades industriales deseables, como especificidad de 
sustrato, estabilidad y eficiencia [106]. 
La utilización de fosfolipasas en la producción de alimentos conlleva ventajas 
atractivas, tales como la mejora de los rendimientos y mayor eficiencia del proceso, 
ahorro de energía, o una mejora en la calidad del producto final [108]. La industria 
alimentaria ha incorporado el uso de fosfolipasas en la refinación de aceites 
comestibles, y en la elaboración de productos lácteos, productos de panadería y otros 
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productos horneados, productos precocinados y de agentes emulsionantes. Estas 
fosfolipasas se utilizan con el objetivo de adaptar los PLs para los requisitos específicos 
de su aplicación, confiriéndoles propiedades funcionales o fisiológicas que la sustancia 
natural no posee. De este modo, las fosfolipasas se incorporan como adyuvantes en 
procesos como el desgomado de aceites vegetales durante su refinado, en la 
fabricación de quesos para la mejora del rendimiento, o en  la producción de pan como 
mejoradores de panificación consiguiendo reducir el uso de agentes emulsionantes 
[107]. 
Durante muchos años, el uso comercial de enzimas para la modificación de PLs se 
restringía al empleo de la fosfolipasa A de páncreas porcino para la obtención de LPLs. 
Sin embargo, desde finales de la década de 1980 han aparecido un gran número de 
publicaciones y solicitudes de patente relacionadas con otras enzimas como PLD, PLC y 
mezclas de fosfolipasas y lipasas, que actúan sobre los PLs [31, 109-111]. 
Otras aplicaciones de las fosfolipasas además de la industria alimentaria, son la 
producción de detergentes, la industria cosmética, la industria farmacéutica y el 
empleo de fosfolipasas como marcadores de diagnóstico de infecciones microbianas.  
 
5.5.2 Fosfolipasa D (EC 3.1.4.4) 
 
Las fosfolipasas D (PLD) están presentes en organismos procariotas y eucariotas, se 
encuentran en bacterias, hongos, plantas y mamíferos y están involucradas en el 
metabolismo de PLs, nucleasas y toxinas [112]. La PLD rompe el enlace fósforo-oxígeno 
entre el fosfato y el alcohol de la cabeza polar de los PLs, liberando ácido fosfatídico 
(PA) y un alcohol. Esta enzima también puede llevar a cabo reacciones de 
transfosfatidilación que permiten sustituir el alcohol presente en la cabeza polar del 
fosfolípido por otro que contenga en su molécula un grupo hidroxilo reactivo. La 
mayoría de PLDs son capaces de hidrolizar diversos PLs, incluyendo PC, PE, PG, PI, PS, 
LPC, cardiolipina, y plasmalógenos. [101] 
La PLD tiene una posición destacada frente a otra fosfolipasas por su capacidad de 
transfosfatidilación, por lo tanto, es una de las fosfolipasas más estudiadas en el 
ámbito científico e industrial junto con las PLAs [113].  Las PLDs  han sido aisladas de 
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diversas fuentes y  están disponibles comercialmente. Un caso especial es la PLD de 
repollo (col rizada), que se puede preparar fácilmente a partir de homogeneizados de 
este vegetal. También se puede encontrar PLD en otras plantas como la zanahoria, 
cacahuete, ricino o semillas de algodón. No obstante, las PLDs de plantas se consideran 
menos apropiadas para la biosíntesis aunque sólo han sido testadas un pequeño 
número de ellas. Respecto a las PLDs de microorganismos, existen numerosas fuentes. 
Así, estas enzimas se pueden obtener de diversas cepas de Streptomyces y su actividad 
puede ser caracterizada directamente con métodos espectrofotométricos o mediante 
medición de la colina formada tras la hidrólisis.  
La enzima originaria de Streptomyces sp. está disponible comercialmente. Otra PLD 
producida por un microorganismo, es la producida por la cepa de Actinomycetes, que 
ha sido también estudiada para su empleo en procesos industriales, ya que posee 
mayor actividad de transfosfatidilación que de hidrólisis [110]. 
Respecto a la ingeniería genética, diversas PLD de plantas y microorganismos se han 
obtenido como proteínas recombinantes expresadas en Escherichia coli.  Actualmente, 
hay una gran cantidad de entradas relativas a PLD en el NCBI GenBank y ha sido 
obtenida la estructura terciaria de una PLD de Streptomyces sp. como se muestra en la 
figura 9. Las masas moleculares de PLDs varían entre 16 kDa de  Streptomyces 
hachijoensis y 120 kDa de la PLD1 de Homo sapiens [64]. 
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Figura 9. Estructura terciaria de PLD de Streptomices sp. Cepa PMF [64] 
 
 
5.5.3 PLD como adyuvante tecnológico en la industria alimentaria 
 
Diversas fosfolipasas de origen microbiano han sido clonadas y expresadas y dichos 
resultados han sido recogidos en la literatura científica, e incluso han dado lugar a 
diversas patentes. Sin embargo, sólo en algunas industrias, tales como panificación, 
aceite, productos horneados y producción de queso, han sido utilizadas. El objetivo en 
estos casos, es modificar los PLs que están presentes en el alimento, variar su 
capacidad emulsionante, o también, eliminar PLs, como en el caso del desgomado de 
aceites vegetales.  Las PLA1 y PLA2 han sido las enzimas más utilizadas desde hace 
décadas, existiendo diversos preparados comerciales disponibles en el mercado. Sin 
embargo la fosfolipasa D ha surgido como una nueva opción para mejorar ciertas 
propiedades reológicas de algunos productos que no es posible conseguir con la 
utilización de otras enzimas.  Este es el caso en la producción de nuevos productos de 
quesería, panificación o en el tratamiento de yema de huevo, este último, utiliza la 
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yema tratada como un emulsionante para diferentes alimentos preparados, horneados 
y salsas. 
El empleo de fosfolipasas buscando mejorar la calidad del producto final en la industria 
láctea es bastante reciente. Así, la PLD se ha probado en la elaboración de productos 
lácteos con el fin de modificar sus PLs [114]. La utilización conjunta de PLD y PLC se ha 
propuesto también para la producción del queso utilizado en platos preparados. Una 
patente reciente describe el tratamiento de la leche con PLC de Bacillus cereus y  PLD 
de Streptomyces chromofuscus para producir queso mejorando el despegado del 
molde y aumentando el rendimiento del proceso  [115]. 
La PLD procedente de Streptomyces chromofuscus  permite mejorar las propiedades 
reológicas y emulsionantes de yema de huevo. Esta enzima puede ser una alternativa a 
la aplicación de PLA 2 en la industria alimentaria, debido a que la PLA 2 produce sabor 
amargo en la yema de huevo por los AGs insaturados liberados. Sin embargo, el 
tratamiento de la lecitina de yema de huevo con PLD da lugar a colina y PA,  evitando 
así el inconveniente de la aparición de AGs libres. Las emulsiones preparadas con yema 
de huevo tratada con PLD suponen una mejora en relación con la yema de huevo sin 
tratar.  Además, el empleo de PLD también conduce a un aumento de la viscosidad de 
yema de huevo [116, 117]. 
El proceso de obtención de productos alimenticios con mejores propiedades reológicas 
mediante adición  de yema de huevo tratada con PLD también ha sido patentado 
[118]. Las propiedades de la yema de huevo se modifican para ser posteriormente 
añadidas a otros productos que requieren propiedades emulsionantes y de 
gelificación. Estos productos incluyen alimentos cárnicos procesados, tartas, bizcochos, 
galletas, helados, mayonesas, aderezos, láminas de huevo, o crepes.  
Por otro lado, la PLD ha sido también añadida a los ingredientes de masa del pan antes 
del amasado. Esta enzima modifica los PLs de la masa junto a una PLA2, consiguiendo 
ambas enzimas mejorar calidad del producto terminado [119]. 
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5.5.4 Transfosfatidilación 
 
La PLD es una enzima hidrolítica que cataliza la ruptura del alcohol de la cabeza polar 
de los PLs, liberando ácido fosfatídico (PA). Sin embargo en determinadas condiciones 
es posible revertir su actividad hacia procesos de síntesis. 
Para la mayoría de enzimas hidrolíticas, la síntesis de enlaces éster en presencia de 
agua está muy desfavorecida, ya que el equilibrio está completamente desplazado 
hacia la formación de los productos de hidrólisis. Pero la PLD es una enzima única en 
este sentido, ya que es capaz de transferir un alcohol al fosfolípido en presencia de 
agua [31]. El resultado de la reacción catalizada de  transfosfatidilación por PLD es la 
formación de un nuevo fosfolípido modificado en su cabeza polar. Esto suele ir 
acompañado de cantidades variables del producto de la hidrólisis, es decir, de ácido 
fosfatídico. La PLD presumiblemente forma un complejo fosforilo-enzima que puede 
interactuar con dos moléculas; el agua y el alcohol, compitiendo ambas por unirse a la 
estructura del fosfolípido. La naturaleza del sitio de unión B2 marcado en la Figura 10 
probablemente ejercerá la mayor influencia en la selectividad, es decir, en la relación 
entre el enlace formado y el producto de hidrólisis [31]. 
 
Figura 10. Complejo fosfolípido-fosfolipasa D. Adaptada de [31] 
 
La PLD tiene la capacidad de actuar en medios bifásicos, emulsiones y 
microemulsiones, por lo tanto, la reacción catalítica puede ocurrir tanto en la fase 
acuosa con alcoholes solubles en agua, como en la fase orgánica cuando se trata de 
alcoholes insolubles en agua. Aunque, por supuesto, la selectividad de la reacción en 
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las dos fases es diferente. Durante la transfosfatidilación, la naturaleza de los 
componentes de la reacción está cambiando. Por lo que es probable que la partición 
del biocatalizador entre las dos fases vaya variando durante el progreso de la reacción. 
La naturaleza del disolvente por tanto, tendrá un papel destacado en la 
biotransformación debido a la posibilidad de formar una amplia gama de diferentes 
estados de agregación. El comportamiento de la PLD esta aparentemente menos 
influenciada por fenómenos interfaciales que otras fosfolipasas, pero también, tiende 
a ser más activa en presencia de interfaces [31].  
Es ampliamente conocido que la PLD en la reacción de hidrólisis es calcio dependiente, 
aunque en algunos casos específicos, la transfosfatidilación parece no ser favorecida 
por la presencia de los iones de calcio. Comúnmente se reconoce que la influencia del 
calcio en la reacción de transesterificación es mucho menos pronunciada que en la 
hidrólisis con los mismos sustratos, sin embargo otros fenómenos relacionados con la 
transfosfatidilación sí podrían estar relacionados con la presencia de iones de calcio 
[31]. 
 
5.5.5 Medios de reacción en transfosfatidilación 
 
Generalmente, las reacciones de transfosfatidilación catalizadas por PLD se llevan a 
cabo en sistemas bifásicos. Estos sistemas están formados por una fase acuosa y un 
disolvente orgánico inmiscible en agua, la fase acuosa contiene los nucleófilos solubles 
en agua y la enzima.  Y el disolvente orgánico contiene el fosfolípido, este disolvente 
suele ser éter dietílico, cloroformo o acetato de etilo [120].  
La elección adecuada del medio de reacción puede potenciar los beneficios de la 
biocatálisis en cuanto a su selectividad y a la minimización de la formación de 
subproducto no deseado. Por lo tanto, la elección del disolvente es crucial, ya que, las 
propiedades fisicoquímicas del disolvente orgánico, junto con la estructura del alcohol 
aceptor se muestran de manera decisiva para influir en el equilibrio entre la 
transfosfatidilación y la hidrólisis [64]. Esto se debe al importante papel que juega el 
disolvente en las velocidades de reacción, los procesos de difusión, la 
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desnaturalización de la enzima en el medio y el reparto de sustratos y productos entre 
las fases. 
La aplicación industrial de la reacción de transfosfatidilación para la síntesis de nuevos 
PLs está generalmente limitada por su baja productividad, ya que es necesario un 
medio donde un reactivo polar (nucleófilo) y un fosfolípido sean capaces de reaccionar 
en presencia del biocatalizador. Por otra parte, para que un proceso biotecnológico 
pueda ser económicamente viable, deben lograrse ciertos requisitos del medio de 
reacción [121]. Dos de estos requisitos son de particular importancia: 1) La 
concentración de producto, que para ser comparable a procesos químicos clásicos  
debe ser al menos de 50 a 100 g / L. Dado que, en la naturaleza, las enzimas trabajan 
en concentraciones milimolares de sustrato, las enzimas siempre estarán operando 
lejos de sus condiciones naturales. Pero en este aspecto, el desarrollo y el diseño de 
procesos y biocatalizadores, son herramientas disponibles para lograr tales 
concentraciones.  
2) El otro requisito relevante es el coste de la enzima y se expresa como el cociente; 
gramo de producto/gramo o actividad de biocatalizador. Para los procesos 
comerciales, este cociente debe ser 100 para una enzima y 15 para un sistema de 
células (que refleja los diferentes costes de cada uno). Técnicas tales como la 
inmovilización se vuelven importantes para proporcionar la capacidad de reciclar el 
catalizador (en particular si se trata de una enzima). Aunque debido a la estructura 
supramolecular de sustratos de PLD y los sistemas de reacción complejos necesarios, la 
aplicación de PLD en una forma inmovilizada es menos común que con otras enzimas. 
Aun así, se puede encontrar una serie de ejemplos de éxito para el uso de PLD 
inmovilizadas en la literatura científica [122] 
Con el fin de alcanzar la productividad necesaria, la eliminación del producto de 
reacción es una estrategia plausible. Muchas reacciones biocatalíticas, las cuales están 
convirtiendo sustratos a una concentración elevada, están limitadas por la 
acumulación de producto en el medio de reacción, ya que éste puede degradar o 
inhibir el biocatalizador. Una posibilidad, es el empleo de sistemas de separación in 
situ del producto (ISPR), donde el producto, según se está produciendo, es 
simultáneamente separado del medio de reacción durante el proceso. Estos métodos 
ISPR pueden aumentar la productividad o el rendimiento de una reacción biocatalítica 
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por: la superación de los efectos inhibitorios o tóxicos [123]; cambio de equilibrio en 
reacciones desfavorables [124]; reducción al mínimo de pérdidas de producto debido a 
su degradación [125]; y  reducción del número total de pasos de procesamiento 
posteriores [126]. Una segunda estrategia para mejorar la productividad, es el control 
en la incorporación de sustrato. La utilización de una fase auxiliar (resina sólida o 
disolvente orgánico), se puede utilizar para la incorporación gradual de sustrato. En 
muchas situaciones, en procesos utilizados en alimentación, el sustrato es inhibidor, 
nocivo, o insoluble a la concentración requerida, por lo que una fase auxiliar puede 
invertir este impedimento. Aunque el sistema bifásico y las estrategias de control de 
producto o sustrato puede generar un considerable aumento de la productividad, se 
debe tener en cuenta que la complejidad añadida debe ser compensada por los 
beneficios aportados [127].  
Diferentes estrategias dirigidas a aumentar la productividad de la reacción han sido 
descritas en las últimas décadas. En cuanto al uso de resinas como fase auxiliar, ha sido 
diseñada una transfosfatidilación de PLD a partir de Streptomyces sp. utilizando un 
sistema de reacción con disolventes anhidros y una resina de intercambio de cationes 
que atrapa selectivamente colina pero no PC [128]. Además, estos autores aplican una 
técnica de incorporación de sal para aumentar la actividad catalítica de PLD, que fue 
utilizada también con éxito en la transfosfatidilación de PC por Streptomyces 
antibioticus [129].  
Por otro lado, existen metodologías para eliminar inhibidores mediante el uso de otras 
enzimas. Éste es el caso de la eliminación de la colina libre formada mediante la acción 
de colina oxidasa [130].   
Otra estrategia, es el sistema de reacción sólido-sólido que consigue altos 
rendimientos debido a que la mayor parte del sustrato se encuentra en suspensión y el 
producto de la reacción precipita según se va formando. Los productos insolubles que 
precipitan en el medio cambian el equilibrio de la reacción, lo que permite aumentar la 
productividad volumétrica del sistema de reacción. Se ha descrito que en estas 
reacciones los productos se acumulan en las fases líquidas y sólidas de la mezcla de 
reacción. Por tanto, pueden ser distinguidos dos diferentes tipos de rendimientos: el 
rendimiento del producto precipitado y el rendimiento del producto total en fase 
sólida y liquida. Estos rendimientos dependen del disolvente en el que se lleva a cabo 
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la reacción y generalmente los disolventes hidrofílicos con baja log P dan los mejores 
resultados en péptidos, y glucolípidos [131]. Esto se debe a la correlación inversa entre 
el rendimiento del producto y la solubilidad del producto[132]. Otra ventaja en esta 
estrategia de síntesis, es la mayor facilidad para eliminar el sustrato excedente o aislar 
productos de la reacción. Los sistemas de reacción sólido-sólido han sido descritos en 
síntesis de diferentes compuestos, tales como, glucósidos, glucamidas, ésteres, 
péptidos y antibióticos, aunque no han sido descritas en la síntesis de PLs [132, 133]. 
Un problema añadido, es la particular preocupación existente por el uso de disolventes 
orgánicos, que requieren instalaciones a prueba de incendios, además de ser tóxicos y 
contaminantes. Debido a la influencia ejercida por la “química verde” y 
“sostenibilidad”, el empleo de disolventes orgánicos tóxicos tiende a ser evitado.  
Por otro lado, este tipo de sistemas bifásicos, que en muchos casos, contiene una gran 
cantidad de agua, provoca un serio inconveniente, ya que da lugar a la reacción de 
hidrólisis no deseada. Esto, produce dos problemas principales: 1) la hidrólisis 
consume parte del sustrato y 2) se produce la acumulación de cantidades 
considerables de ácido fosfatídico (PA). En este sentido, una opción ideal para llevar a 
cabo la síntesis de nuevos PLs catalizada por PLD, sería un sistema de reacción no 
acuoso para evitar la hidrólisis y evitando además disolventes tóxicos. En este sentido, 
el uso de líquidos iónicos como medio de reacción ha sido ya descrito  [134, 135]. 
Otros disolventes “verdes” podrían, en algunos casos, proporcionar también una 
alternativa adecuada [136]. Por otro lado, medios de reacción acuosos sin disolventes 
orgánicos también han sido estudiados hace años [113]. En este trabajo se observó 
que los sustratos simplemente dispersados en un tampón acuoso, junto con la PLD, no 
proporcionan un medio adecuado para producir transfosfatidilación. Pero la reacción si 
es efectiva si se utiliza un sistema en suspensión. En este caso, el medio de reacción 
está compuesto por lecitina adsorbida en sílice, o acompañada de sulfato de calcio en 
una solución que contiene serina y PLD.  Esta reacción obtuvo altas conversiones de 
PS, sin embargo, estas metodologías sólo son solo capaces de producir PS a bajas 
concentraciones.  
Un caso especial, es el de los líquidos iónicos utilizados como alternativa a disolventes 
orgánicos en biocatálisis. Los líquidos iónicos son sales orgánicas compuestas 
simplemente por iones, que son líquidos a temperatura ambiente. Estos líquidos 
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iónicos se han utilizado principalmente con lipasas [137], aunque también con otras 
enzimas hidrolíticas tales como, proteasas y glicosidasas. Las principales observaciones 
al utilizar estos medios de reacción, son el aumento de la estabilidad de la enzima y de 
la actividad catalítica [138]. Sin embargo, el uso de líquidos iónicos en la modificación 
biocatalítica de PLs ha sido poco investigada. El principal objetivo de la aplicación de 
líquidos iónicos en transfosforilaciones con fosfolipasa D, además de no ser 
contaminantes, es la modificación de la selectividad de la enzima consiguiendo así la 
supresión de reacciones de hidrólisis no deseadas. La disminución o ausencia de agua 
implica la reducción de la reacción de hidrólisis, haciendo que la purificación del 
producto sea mucho más fácil y más barata al limitar el uso de disolventes orgánicos. 
Aunque, el efecto de estos nuevos disolventes sobre la estructura y actividad de la 
fosfolipasa, y sobre la agregación de los PLs requiere más estudios. En particular, en un 
reciente trabajo se han estudiado líquidos iónicos comerciales como co-solventes para 
mejorar la síntesis de PS por transfosfatidilación. Los resultados indican que el líquido 
iónico conduce sorprendentemente a la supresión prácticamente total de la hidrolisis, 
proporcionando así una gran mejora en la purificación del producto final. [138]. 
 
5.6 FOSFOLÍPIDOS ESTRUCTURADOS MEDIANTE EL USO DE PLD 
 
El desarrollo actual de la biocatálisis ha logrado producir fosfolípidos que proporcionan 
un beneficio para la salud más allá de su función nutricional, tales como, la prevención 
de ciertas enfermedades crónicas y degenerativas. Varias modificaciones pueden ser 
diseñadas utilizando fosfolipasas para formar compuestos bioactivos o mejorar su 
aplicabilidad tecnológica. La transfosfatidilación mediante el uso de PLD ha sido 
descrita para incorporar interesantes moléculas como vitaminas y antioxidantes a la 
cabeza polar del fosfolípido. Además, la transfosfatidilación también ha sido descrita 
para producir otros PLs de difícil obtención que se encuentran en la naturaleza, del 
mismo modo, la hidrolisis de PLs con PLD también ha sido estudiada para producir 
compuestos de interés como el ácido fosfatídico. 
La producción de PLs difíciles de obtener de fuentes naturales a partir de PC ha sido 
muy estudiada. De hecho, la mayor parte de los PL podrían ser sintetizados 
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enzimáticamente a partir de PC [108]. Este es el caso de la PS, que ha mostrado 
propiedades bioactivas interesantes. Es bien conocido que la PS es un activador de la 
proteína quinasa C y que regula las actividades de diversas enzimas, tales como la 
Na+/K+-ATPasa [139]. Además, en ensayos clínicos llevados a cabo en EE.UU. y Europa, 
se ha indicado que la PS suplementada en la dieta juega un importante papel en el 
apoyo de las funciones mentales y en el envejecimiento cerebral [8]. Sin embargo, la 
disponibilidad de PS a partir de fuentes naturales, como el cerebro de animales, es 
muy limitada[108]. Por lo tanto, se han desarrollado alternativas como la 
transformación de PC a PS usando PLD de Streptomyces sp [130, 140]. 
La cardiolipina es otro PL interesante producido a partir de otro fosfolípido más fácil de 
obtener fosfatidilglicerol (PG). Su estructura de difosfatidilglicerol le confiere 
propiedades bioactivas muy atractivas. Estudios de la cardiolipina han proporcionado 
evidencia de la importancia que tiene en la estructura de diversos complejos de 
proteínas mitocondriales[141, 142]. Aunque no hay evidencia directa que apoye una 
relación causal entre el contenido alterado de cardiolipina y un estado de enfermedad 
particular, diversos experimentos han indicado una correlación entre el contenido de 
cardiolipina y una función celular aberrante [141]. A pesar de la escasa información, es 
interesante señalar que, existe un interés potencial en la suplementación con 
cardiolipina. La PLD se ha utilizado para sintetizar cardiolipina en dos pasos a partir de 
dos moléculas de PG, en primer lugar, se hidroliza una molécula de PG en PA y glicerol 
y seguidamente se incorpora el PA en la cabeza polar de la segunda molécula de PG 
mediante transfosfatidilación [143]. 
Las vitaminas son bien conocidas por sus actividades biológicas relevantes y por su 
potente actividad antioxidante. Sin embargo, su inclusión en alimentos se ve limitada 
si tiene una naturaleza lipófila o hidrófila diferente a la naturaleza de la matriz 
alimentaria a la que se desea añadir. Como ejemplo, el alfa tocoferol y sus homólogos 
son ampliamente utilizados como aditivos antioxidantes en diversos alimentos, 
incluyendo aceites comestibles y emulsiones de aceite, sin embargo, no siempre 
proporcionan una protección eficaz contra la rancidez oxidativa en alimentos 
dependiendo de su naturaleza. Ha sido descrita la síntesis de un derivado de PC que 
contiene vitamina E utilizando PLD, consiguiendo que el nuevo producto sea soluble en 
agua [144, 145], el producto sintetizado aporta mayor estabilidad oxidativa en 
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manteca de cerdo que el alfa tocoferol por sí solo. Además, este derivado de vitamina 
E puede ser incorporado en una amplia gama de productos con alto contenido en 
agua. 
Por otro lado, el ácido ascórbico es uno de los antioxidantes solubles en agua más 
utilizados en la industria alimentaria. En este sentido el 6-fosfatidil-L-ácido ascórbico 
ha sido sintetizado con una PLD, consiguiendo un derivado más apolar de esta 
vitamina [146]. Como resultado se ha observado que este derivado muestra un mayor 
efecto antioxidante que el propio ácido ascórbico. El derivado del ascórbico 
posicionado en la bicapa lipídica de las membranas, puede mostrar una excelente 
actividad antioxidante contra la peroxidación producida en la superficie de la 
membrana.  
Otras vitaminas solubles en agua también pueden ser modificadas, formando un 
derivado fosfolípido-vitamina más lipófilo. La PLD ha sido descrita en la síntesis de 
derivados de tiamina, ácido pantoténico y riboflavina  mediante tranfosforilaciones, a 
partir de PC [147]. 
Un caso aparte son los compuestos fenólicos. Diversos estudios han demostrado que 
los efectos antioxidantes de compuestos fenólicos en matrices oleosas pueden 
mejorarse[148]. La modificación de compuestos fenólicos para la  producción de 
nutraceuticos o ingredientes funcionales más lipofilos puede ser llevada a cabo 
mediante transfosfatidilación con PLD. Los fenilalcanoles, tales como el tirosol y el 
hidroxitirosol (HT) son antioxidantes fenólicos naturales ampliamente conocidos y con 
interesantes propiedades bioactivas. En cuanto a su modificación, se han estudiado 
derivados de HT con un mejor balance lipófilo/hidrófilo en su potencial uso como 
antioxidante en alimentos y en su mejora de biodisponibilidad [90]. Por lo tanto, la 
incorporación de tirosol e HT a PC ha sido estudiada, en este caso la 
transfosfatidilación se llevó a cabo mediante una PLD de Streptomyces sp [149]. Por 
otro lado, alcoholes terpénicos también han sido utilizados para obtener derivados de 
fosfolípidos. Estos terpenos son compuestos fenólicos con un isoprenoide presentes en 
aceites esenciales de plantas. El perillil alcohol es un monoterpeno cíclico de origen 
natural que se ha relacionado con efectos apoptóticos sobre líneas celulares de cáncer 
de próstata y actividad inhibidora de la angiogénesis [150]. Tras la incorporación a la 
estructura de PC de este y otros alcoholes monoterpénicos con PLD (fosfatidil-
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perílilalcohol, mirtenol y nerol), estos compuestos mostraron un marcado efecto 
antiproliferativo en estudios celulares de próstata humana PC-3 y  leucemia humana 
HL-60 [151]. 
En cuanto a los compuestos bioactivos producidos por la hidrolisis de PLs, destaca el 
ácido fosfatídico (PA), implicado en diversos procesos celulares como; transducción de 
señales, transporte a través de la membrana, secreción, o  reorganización del 
citoesqueleto. Los efectos del PA se han relacionado con la supervivencia, 
proliferación, y la reproducción de las células u organismos [152]. Además, una mezcla 
de lípidos con PA ha sido patentada como tratamiento de cáncer y síndromes de 
abstinencia [153]. En cuanto a la obtención de PA mediante transforforilación, la 
reacción de hidrólisis de PC procedente de yema de huevo ha sido descrita, utilizando 
PLD de col y de Streptomyces chromofuscus [154]. El ácido lisofosfatídico (LPA) [155] 
[155], similar al ácido fosfatídico pero con un sólo ácido graso, posee varias funciones 
metabólicas. Actúa como un intermediario importante en los procesos de transducción 
de señales transmembrana, estimula la proliferación celular y  es un precursor del 
factor de activación plaquetario [156]. Recientemente, se ha demostrado que el LPA 
está implicado en la motilidad de células tumorales y protege células epiteliales 
intestinales [157]. La producción de LPA también ha sido estudiada, el LPA fue 
obtenido mediante dos reacciones de hidrolisis, en primer lugar el PA fue liberado 
mediante una PLD y a continuación, fue eliminado un ácido graso con una PLA [156]. 
 
5.7 EXTRACCIÓN Y AISLAMIENTO DE FOSFOLÍPIDOS 
 
La producción de un fosfolípido estructurado requiere un primer paso de biocatálisis 
enzimática y un segundo paso de purificación. Durante la primera fase, se ensaya una 
reacción diseñada para sintetizar la nueva molécula, a continuación, es necesaria una 
fase de aislamiento del compuesto sintetizado que permita obtenerlo con el mayor 
grado de pureza posible. 
El aislamiento y la purificación de las diferentes especies moleculares de PLs, es uno de 
los retos de investigación actual más importantes y de mayor dificultad en el campo de 
la bioquímica [158]. El avance en estas tecnologías podría alcanzar un gran desarrollo 
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en diferentes campos; en alimentación por la producción de nuevos ingredientes 
funcionales; en farmacia y medicina por el desarrollo de biomembranas, liposomas y 
lípidos portadores intracelulares; y en la industria química optimizando la agregación y 
dispersión de nanomateriales [158]. 
El concepto de aislamiento o extracción de PLs engloba al menos tres variantes, ya que 
se distinguen diferentes procesos teniendo en cuenta el producto de partida del que 
se va a extraer el fosfolípido y el grado de pureza obtenido. Se pueden diferenciar la 
extracción de PLs y lípidos neutros de una matriz compleja, el fraccionamiento de PLs 
procedente de una mezcla lipídica y la purificación de PLs.  
El aislamiento de PLs más básico, se refiere a la extracción de la fase lipídica de una 
masa celular, donde el producto obtenido puede ser una mezcla de PLs y lípidos 
neutros. Éste es el caso del ya mencionado proceso de obtención de lecitina comercial 
a partir de aceites de soja en bruto, aceites de girasol, y también de yema de huevo 
[42]. Durante el procesamiento del aceite, los PLs presentes en el aceite crudo se 
eliminan con el fin de mejorar la estabilidad del aceite. Para la obtención de aceites 
comerciales de lecitina a partir de aceite de soja crudo, se suelen incluir operaciones 
como hidratación de fosfátidos, separación de lodos de lecitina y secado de lodos[10]. 
Por otro lado, el desgomado enzimático es una variante del desgomado clásico en la 
extracción de aceites. Diferentes fosfolipasas y su combinación ayudan a la eliminación 
de PLs difícilmente extraíbles, modificando la selectividad del proceso [159, 160]. Las 
gomas producidas después de cualquier proceso de desgomado contienen cantidades 
variables de agua, materias en suspensión y aceite. Otros métodos de aislamiento  de 
lípidos neutros y PLs procedentes de matrices alimentarias, es la extracción con 
disolventes, esta extracción suele ser más utilizada en el ámbito científico, como paso 
previo a la elucidación de los compuestos. En el caso de los PLs de soja, estos son 
solubles en hidrocarburos alifáticos, hidrocarburos aromáticos e hidrocarburos 
halogenados, tales como éter, benceno, cloroformo y éter de petróleo y en particular, 
son también solubles en alcoholes alifáticos, como por ejemplo, etanol. Como otros 
tensioactivos, los PLs de la soja son insolubles en disolventes polares como acetato de 
metilo o especialmente acetona [158]. Durante muchas décadas dos principales 
metodologías han sido utilizadas y [161, 162] ambas se basan en la incorporación de 
diferentes mezclas de disolventes, para conseguir disolver la totalidad de los PLs. 
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Seguidamente los disolventes se evaporan a vacío, el resultado suele ser una mezcla de 
PLs acompañado de lípidos neutros.  
En cuanto al fraccionamiento de PLs de interés procedente de una mezcla lipídica, el 
objetivo es enriquecer la composición de PLs o un tipo de fosfolípido, mediante la 
eliminación de los compuestos que carezcan de interés para la aplicación final. La 
obtención de mezclas ricas en PL, se ha logrado tradicionalmente a través de 
precipitación con acetona con posterior centrifugación y secado. Este procedimiento 
elimina los lípidos neutros [128] a partir de mezclas que contienen PLs, sin embargo, 
los NL no son eliminados por completo cuando las mezclas contienen PLs con cargas.  
Pueden ser aisladas fracciones de PLs debido a sus diferentes solubilidades en 
disolventes orgánicos. La PC exhibe una gran solubilidad en alcoholes de cadena corta 
C1-C4), mientras que PE y PI son poco solubles en este tipo de alcoholes. Por ejemplo 
ha sido descrito con buenos resultados el empleo de isopropanol para separar PC de 
PE y PI. El fraccionamiento por la adicción de etanol en varios ciclos, con posterior 
centrifugación y secado, es un proceso de fraccionamiento de PLs muy común. Esta 
metodología se basa en que la PC es soluble en etanol, mientras que el PI no lo es, y la 
PE presenta una porción soluble e insoluble equivalente en etanol [10]. Por otro lado, 
la extracción con alcoholes inferiores junto con sales o ácidos es también un método 
eficaz para fraccionar PLs, se basa en la capacidad de los PLs de reaccionar con algunas 
sales o ácidos y precipitar. Este método es más prometedor que la extracción con 
disolventes orgánicos, ya que algunos iones metálicos o ácidos pueden interaccionar 
con ciertos PLs de forma más selectiva que los disolventes. Otros métodos también 
utilizados para aislar PLs de mezclas lipídicas son la cromatografía en capa fina y la 
extracción en fase solida [163]. 
Por último, el aislamiento de PLs, también conocido como purificación, se basa en la 
obtención de un único fosfolípido o de una familia de PLs de interés. Para obtener 
productos de alta pureza, se requieren generalmente varios pasos de purificación; el 
fraccionamiento con disolventes y el aislamiento con cromatografía preparativa a 
partir de fuentes comerciales. Las diferentes características entre las especies, como 
PLs con cargas y PLs neutros conllevan diferencias de solubilidad en ciertos disolventes 
o mezclas de disolventes. Como ejemplo, la purificación de PE con disolventes se basa 
en el uso de hexano, anhídrido acético y acetona. Por otro lado, el aislamiento 
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mediante HPLC preparativo usa una columna de sílice y diferentes disolventes como 
fase móvil (hexano/isopropanol/agua) [164-166]. Otra variante, es el uso de 
disolventes seguidos de ultrafiltración, en la que solo los componentes de cierto 
tamaño atraviesan una membrana y pueden ser así separados del resto de la muestra. 
La lecitina obtenida por ultrafiltración de Archer Daniels Midland Co. tiene la 
propiedad de ser fácil de mezclar con otros materiales, siendo de alta calidad y pureza 
[158]. 
En los últimos años, la química verde se ha convertido en un espacio de interés en la 
investigación científica, que busca reducir la utilización o generación de sustancias 
peligrosas en el diseño, fabricación y aplicaciones de productos químicos. 
Tradicionalmente el aislamiento de PLs se ha logrado mediante el uso de disolventes, 
por lo tanto, se han buscado alternativas no contaminantes. Una de las más atractivas 
es la tecnología de fluidos supercríticos, el dióxido de carbono supercrítico puede ser 
utilizado para separar LN a partir de una mezcla de lípidos que incluyen lecitinas. La 
extracción de los LN se vuelve cada vez más difícil, ya que el nivel de PLs en la mezcla 
aumenta. Este hecho se puede solventar mediante la adición de cosolventes al dióxido 
de carbono o a mezclas de propano/dióxido de carbono. El cosolvente mas estudiado 
es el etanol, por su carácter poco contaminante y porque la adición de una pequeña 
cantidad de etanol aumenta sustancialmente el rendimiento de la extracción [167-
169]. 
 
5.8 ANÁLISIS DE FOSFOLÍPIDOS POR HPLC 
 
Las técnicas cromatográficas son muy variadas, pero en todas ellas, hay una fase móvil 
(gas, líquido o fluido supercrítico) que arrastra la muestra a través de una fase 
estacionaria. Esta fase estacionaria es un sólido o un líquido fijado en un sólido, de 
este modo, los componentes de la mezcla a separar interaccionan con la fase 
estacionaria de manera diferente, se van separando y eluyen a distintas velocidades. 
Después de que los componentes hayan pasado por la fase estacionaria, separándose 
llegan al detector que genera una señal proporcional a su concentración y al tipo de 
compuesto [170]. 
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Generalmente, el análisis de PLs necesita dos pasos previos al propio análisis por 
técnicas cromatográficas, uno es la extracción previa de lípidos y otro el aislamiento de 
la fracción de fosfolípidos. En el ámbito científico, los PLs han sido extraídos desde 
hace varias décadas mediante un método basado en la extracción con cloroformo y 
metanol. Este método [162] extrae todo tipo de PLs en diversas matrices y ha 
demostrado, por ejemplo, ser el más fiable para extraer los PLs de matrices  como la 
leche [163]. 
En cuanto al aislamiento de la fracción de PLs de otros tipos de lípidos han sido 
utilizados diferentes métodos. Los métodos más empleados en el aislamiento de la 
fracción de PLs previa al análisis son; la cromatografía en capa fina [171, 172], la 
cromatografía en columna [173] y la extracción en fase solida [174, 175], sin embargo, 
este paso puede ser obviado en determinadas circunstancias, ya que en ocasiones, la 
extracción de PLs con disolventes puede ser suficiente para ser directamente analizada 
mediante cromatografía liquida. 
La cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) en fase normal unida al detector 
evaporativo de dispersión de luz (ELSD) ha sido el método analítico más utilizado para 
el análisis de PLs [172, 176]. Aunque, la fase reversa también ha sido descrita en 
multitud de ocasiones para la identificación de diferentes PLs [177]. 
La cromatografía en fase normal utiliza una fase estacionaria polar y una fase móvil 
apolar. Esta técnica se caracteriza por separar los compuestos en base a los grupos 
funcionales polares presentes en la molécula, no teniendo apenas relevancia en la 
separación, las cadenas alquílicas o grupos hidrófobos. Este hecho posibilita la 
separación de clases de lípidos independientemente de la longitud y grado de 
insaturación de la cadena hidrocarbonada. No obstante, la estructura total de la 
molécula afecta a la separación. 
Existen diferentes detectores que se pueden acoplar a la salida de la columna de un 
equipo de HPLC con el fin de detectar los solutos a medida que eluyen por la fase 
móvil.  
Con el detector ELSD, la fase móvil se evapora completamente por acción de una 
corriente de aire o nitrógeno en una cámara climatizada (Figura 11), mientras que los 
PLs y demás lípidos no son volatilizados sino simplemente nebulizados.  Tras su 
nebulización se les hace incidir un haz de luz, y la dispersión que producen de dicha 
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luz, es proporcional a la cantidad de analito presente, permitiendo así su 
cuantificación. Las áreas de los picos son utilizadas para cuantificar los solutos, usando 
curvas de calibración mediante soluciones estándar de concentración conocida.  Una 
de las principales ventajas del ELSD frente a otros detectores como los de 
fluorescencia, UV-visible o fotodiodos es su enorme versatilidad, ya que es un detector 
de masa y permite la detección y la cuantificación de metabolitos, tengan o no grupos 
cromóforos en su estructura. Este detector puede ser considerado universal en su 
aplicabilidad excepto para compuestos volátiles,  ya que es capaz de responder a 
cualquier soluto que no se evapore antes de pasar por el haz de luz [178]. Este 
instrumento ofrece excelentes resultados en condiciones de elución de gradiente, es 
simple y robusto en su uso. La sensibilidad es comparable a la de un detector de índice 
de refracción , pero el detector de dispersión de luz por evaporación no se ve afectada 
por los cambios en la fase móvil o pequeñas variaciones en la temperatura ambiente o 
en la velocidad de flujo de la fase móvil [179]. 
 
 
 
Figura 11. Diagrama del detector evaporativo de dispersión de luz (ELSD) 
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6  PLAN DE TRABAJO 
 
Según los antecedentes expuestos y los objetivos planteados en esta tesis, se siguió el 
plan de trabajo que se describe a continuación mostrado de forma esquemática en la 
figura 12. 
 
 
 
Figura 12. Esquema general del plan de trabajo llevado a cabo en esta memoria. 
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7.2 DISCUSIÓN GENERAL 
 
7.2.1 Antecedentes 
 
La producción de un fosfolípido (PL) estructurado requiere el estudio de diversas 
técnicas y metodologías que aseguren una correcta reacción de síntesis, 
monitorización, extracción y análisis del compuesto obtenido.  El trabajo “Lipids as 
Delivery Systems to Improve the Biological Activity of Bioactive Ingredients” se ha 
desarrollado como base en la elección de la metodología para la producción de un 
lípido portador. El artículo muestra el estado del arte de la biocatálisis enzimática en el 
campo de los lípidos portadores, por tanto, sirve como punto de partida para valorar el 
potencial uso de diferentes compuestos, tales como, triglicéridos (TGs), diglicéridos 
(DGs), ácidos grasos, alcoholes grasos, alquilgliceroles, esteroles y PLs. Éstos han sido 
estudiados como lípidos portadores de diferentes compuestos bioactivos y se han 
observado grandes diferencias en los métodos empleados, así como en los resultados 
obtenidos según sea el lípido utilizado. 
Tras estudiar las diversas posibilidades observadas, se planteó la utilización de PLs y 
compuestos fenólicos para conseguir ingredientes funcionales. Los PLs fueron elegidos 
por su diferenciación frente a TGs, DGs, esteroles, ácido grasos y alcoholes grasos, ya 
que pueden incorporar compuestos bioactivos en su cabeza polar, mediante el uso de 
fosfolipasas.  La posibilidad de incorporar compuestos bioactivos en la cabeza polar de 
un fosfolípido permite modificar diversos alcoholes con marcada actividad biológica. 
Además el carácter anfifílico de los PLs, proporciona una funcionalidad química muy 
diferente a los derivados lipídicos producidos de esta manera. Por otro lado, un 
aspecto de interés adicional en el desarrollo de lípidos portadores, es que puede existir 
actividad biológica mutua, tanto del vehículo portador utilizado como del compuesto 
incorporado en su cabeza polar. En éste grupo de lípidos portadores se encuentran los 
PLs, que por sí solos, podrían ser incorporados en alimentos como ingredientes 
funcionales.  Por último, a diferencia de los lípidos neutros (LN), los PLs son los 
principales compuestos de la membrana celular y tras su modificación, podrían 
transportar estas moléculas funcionales a las membranas celulares de diferentes 
tejidos. 
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Se puede considerar una gran cantidad de posibles combinaciones entre PLs y 
compuestos bioactivos para formar lípidos portadores. La elección de la molécula 
bioactiva, se basa en su uso potencial como ingrediente funcional o nutracéutico, 
aunque, también en la vehiculización se tienen en cuenta otros aspectos de dicha 
molécula, como son: sus propiedades organolépticas, su solubilidad, bioaccesibilidad y 
biodisponibilidad y la estabilidad química, termolabilidad y susceptibilidad a la 
oxidación. Por todo ello se buscaron, compuestos de difícil aplicación directa en la 
formulación de alimentos funcionales o con limitada funcionalidad o biodisponibilidad. 
Tienen especial interés los ingredientes bioactivos que muestran propiedades 
antioxidantes con escasa solubilidad en determinadas matrices, y que tras su 
modificación tienen potencial en su aplicación como antioxidantes tecnológicos. Este 
es el caso de algunos compuestos fenólicos con actividad antioxidante, cuya 
biodisponibilidad y aplicabilidad en alimentos pueden ser mejoradas mediante el uso 
de lípidos portadores. 
Es de resaltar, que se han desarrollado trabajos de síntesis de PLs estructurados con 
compuestos fenólicos, sin embargo, la mayoría de los procesos de obtención de PLs 
portadores, ya existentes en el ámbito científico, han sido desarrollados desde un 
punto de vista alejado a su posible aplicabilidad industrial y comercialización para el 
consumo humano. Disolventes tóxicos, enzimas no aptas para el consumo humano o 
baja productividad son usuales en la síntesis de estos nuevos fosfolípidos. 
En el capítulo “Phospholipases in food industry : a review“ del libro “Lipases and 
Phospholipases; Methods and Protocols”, se pone de manifiesto la creciente utilización 
de fosfolipasas en diversos campos de la industria alimentaria. Este trabajo ha 
ilustrado con éxito la validez de los métodos utilizados en la industria y ha estudiado la 
viabilidad del uso de fosfolipasas en algunas de las aplicaciones más usuales en la 
actualidad. Se han analizado los ejemplos más representativos en la utilización de las 
fosfolipasas en la industria alimentaria como en aceites comestibles, productos 
lácteos, productos de panadería, agentes emulsionantes de huevo y soja, así como las 
tendencias actuales en el desarrollo de nuevas especies moleculares de PLs. 
De esta forma, este capítulo permite valorar las diferentes posibilidades para sintetizar 
un fosfolípido portador. Entre los métodos estudiados se pueden observar diversas 
características en los procesos industriales de gran interés, tales como, su aplicabilidad 
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demostrada a gran escala,  la utilización de fosfolipasas aptas para el consumo 
humano, la minimización en el uso de disolventes tóxicos, o el control de la 
productividad y la rentabilidad del proceso. Estas características son de gran relevancia 
para conseguir producir un fosfolípido estructurado que puede ser apto para el 
consumo humano de forma realista. 
Por otro lado, se ha observado la diversidad de fosfolipasas microbianas, de mamíferos 
y de plantas que se están estudiando de forma continuada, así como, su disponibilidad 
comercial a escala industrial en la producción de alimentos. La PLD parece ser la 
fosfolipasa más indicada para la formación de un fosfolípido estructurado con un 
compuesto fenólico, ya que esta enzima tiene la capacidad de producir 
transfosforilaciones con alcoholes primarios y secundarios. Dos compuestos fenólicos 
con estas características y con demostrada actividad biológica son el tirosol y el 
hidroxitirosol (HT).  Por tanto, se planteó la producción de dos PLs portadores con 
estos dos fenilalcanoles, dando lugar a fosfatidiltirosol (PT) y fosfatidilhidroxitirosol 
(PHT). 
Se ha observado, que la aplicabilidad industrial de catalizadores enzimáticos pasa por 
la mejora del rendimiento en determinados procesos. Del mismo modo, muchos 
procesos requieren dar un paso cuantitativo en términos de concentraciones de 
reactivo y producto, con el fin de satisfacer las productividades volumétricas 
requeridas en el ámbito industrial. Aunque muchos de los procesos de biocatálisis se 
encuentran ahora aplicados en la industria, aún existen tres barreras fundamentales 
para su uso generalizado: la necesidad de enzimas baratas y estables, el desarrollo de 
métodos más sistemáticos y evitar las productividades volumétricas bajas, que a 
menudo se observan en los sistemas de biocatálisis, comparados con procesos 
puramente químicos. En este sentido, en el artículo “Production and Scale-up of 
phosphatidyl-tyrosol catalyzed by a food grade phospholipase D” se estudió la reacción 
de transfosfatidilación entre PC y el tirosol valorando el gasto enzimático, la 
simplicidad del proceso y la productividad. Por otro lado, se planteó en otro artículo, el 
estudio de la transfosfatidilación con HT y  una posterior optimización del proceso. 
 
En el artículo “Production and Scale-up of phosphatidyl-tyrosol catalyzed by a food 
grade phospholipase D” se describió la reacción de transfosfatidilación compuesta por 
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PC y tirosol, utilizando una  PLD de Actinamadure sp (elegida por ser de grado 
alimentario). El medio de reacción estaba compuesto por un medio bifásico de etil 
butirato y tampón acetato-acético. Por lo general, los medios bifásicos son 
comúnmente utilizados en reacciones de transfosfatidilación, principalmente, el 
acetato de etilo o el dietil éter. Estos disolventes son utilizados en combinación con 
una fase acuosa tamponada[140, 180]. Sin embargo, el acetato de etilo y el éter 
dietílico son menos adecuados para aplicaciones en alimentos ya que poseen mayor 
riesgo por su toxicidad. Por lo tanto, para conseguir el medio bifásico adecuado, se 
estudiaron varias posibles fases lipídicas en base a su baja toxicidad y nula 
interferencia con la reacción y el análisis de HPLC. Ácido butírico, ácido oleico, butirato 
de etilo, triacetina, y tributirina fueron utilizados como fase orgánica para lograr una 
mezcla de reacción adecuada combinada con la fase acuosa. Finalmente, el sistema 
bifásico elegido fue tampón de acetato de sodio junto a butirato de etilo, ya que los 
estudios iniciales indicaron mayor conversión de PC a PT en este medio. 
Es relevante indicar también que el medio de reacción influye posteriormente en el 
método de purificación del producto sintetizado. Por ello, se evaluaron los diferentes 
medios teniendo en cuenta la dificultad para extraer los nuevos PLs producidos de 
dichos medios.  
Tras elegir el medio bifásico (tampón-butirato de etilo), fue necesario estudiar el curso 
de la reacción con el tiempo y la extracción cuantitativa de los PLs y fenoles de este 
medio bifásico con fines analíticos. La extracción de las mezclas de reacción con 
disolventes es necesaria para el seguimiento del bioproceso y su análisis mediante 
HPLC. Un problema encontrado en diferentes fases de este trabajo y muy 
característico en el campo de los PLs, es conseguir una extracción completa de mezclas 
compuestas por LN, PLs y sus derivados en determinados medios (como medios 
bifásicos). Esta complicación, también ha sido señalada por otros autores [158].  
Durante la reacción de transfosfatidilación se producen cambios en el medio, esto 
dificultan la extracción y preparación de la muestra para analizar por HPLC y al tratarse 
de reacciones en medio bifásico, es difícil conseguir extraer completamente los PLs y 
los productos formados en la reacción. Por otro lado, al modificar parámetros de la 
reacción, tales como, concentración de sales o concentración de sustratos se puede 
influir en la eficacia del método de extracción. El método finalmente elegido para 
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conseguir la adecuada preparación de muestras consistió en una modificación del 
método Folch (extensamente utilizado en este campo) [162]. Esta variación se basó en 
la modificación de la proporción de los disolventes (cloroformo/metanol/agua 
(8/4/1.6, v/v/v)) y la aplicación de pequeñas cantidades de ácido fosfórico (hasta un 
12% del total de disolventes). Con esta mezcla se consiguió extraer la totalidad de los 
compuestos de la fase lipídica. En este campo es necesario profundizar en el 
conocimiento de estas metodologías, ya que a día de hoy, existen pocos métodos 
sencillos y de amplia aplicabilidad, para extraer cuantitativamente diferentes mezclas 
de PLs. 
Con el objetivo de conseguir una cuantificación lo más completa posible de las 
muestras, se desarrollaron varios métodos de cromatografía de líquidos. En primer 
lugar, dos nuevos métodos de HPLC con colector de fracciones fueron utilizados para la 
purificación de PT y PHT. Estos métodos fueron utilizados para obtener los dos 
patrones de PT y PHT necesarios en la monitorización de las reacciones posteriores. El 
equipo de HPLC acoplado a un colector de fracciones permitió obtener hasta 200 mgs 
de cada uno los nuevos PLs. Para obtener estas cantidades se realizó la reacción de 
transfosfatidilación en 24 ml de medio de reacción para obtener cantidades suficientes 
de productos de reacción. El mayor problema encontrado fue la presencia de ácidos y 
bases en las fases móviles utilizadas para la purificación de PT y PHT. Estos ácidos y 
bases contaminan el compuesto de interés tras la eliminación de la fase móvil 
(necesaria para obtener el patrón purificado). Además, PT y PHT quedaban en un 
medio altamente reactivo tras la posterior evaporación de la fase móvil. Esto obligó a 
eliminar de la fase móvil el ácido acético y la trietilamina utilizados, para evitar dicha 
contaminación. La purificación de estos PLs en ausencia de ácidos y bases en la fase 
móvil supuso una enorme dificultad debido a la perdida de resolución cromatográfica 
de estos compuestos, aunque finalmente lograron ser purificados. 
Por otro lado, dos métodos de análisis de HPLC acoplados a un detector evaporativo 
de dispersión de luz (ELSD) fueron adaptados a las necesidades de este trabajo a partir 
de otro método previamente publicado [138]. Estos dos métodos diferentes fueron 
necesarios para la correcta elución de los dos derivados fosfolipídicos producidos (PT y 
PHT), debido a la diferente polaridad de tirosol e HT. La identificación y cuantificación 
fue llevada a cabo mediante la utilización de los patrones previamente purificados, 
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para obtener resultados con el mínimo error posible, y se realizaron rigurosas curvas 
de calibración para cada compuesto contenido en las muestras inyectadas. Esto es 
necesario ya que el detector ELSD  tiene una respuesta no linear y específica para cada 
compuesto. 
7.2.2 Producción de los fosfolípidos portadores 
 
Los datos obtenidos en el estudio de la reacción de transfosfatidilación fueron 
indicados en  concentraciones de sustratos o productos (en el medio de reacción), por 
ejemplo, 21 mmol/L  de PC en 2,4 mL de medio bifásico. El objetivo de mostrar los 
resultados de esta manera es tener en cuenta la productividad del proceso de forma 
constante y poder comparar resultados a diferentes escalas (2,4 mL, 24 mL o escala 
planta piloto). 
El estudio de la reacción de transfosfatidilación con tirosol, se basó en la 
experimentación en torno a cuatro variables;  concentración de los sustratos, relación 
molar de sustratos, carga enzimática y concentración de cloruro cálcico.   
Una primera transfosfatidilación fue ejecutada tomando como referencia una reacción 
previamente descrita en la bibliografía [149] en la que se usa etil acetato en el medio 
bifásico de reacción (relación tampón: etilacetato 1:2). En lugar de etil acetato, se usó 
el medio bifásico formado por tampón y etil butirato, la relación molar de PC: tirosol 
utilizada fue de 1:10, la concentración de PC fue de 21 mmol/L  y se añadieron 1500 
unidades de PLD/mg (1% de enzima, respecto a sustratos). Los resultados obtenidos 
fueron similares a los logrados con acetato de etilo como disolvente, ya que, la 
conversión de PC fue de 94 %. 
Seguidamente, se estudió la concentración de los sustratos, se aumentó la 
concentración de los sustratos manteniendo constante el resto de variables de 
reacción. Se obtuvieron buenos resultados de conversión de PC (91 %) duplicando la 
concentración inicial mediante el uso de 42 mmol/L de PC. Sin embargo, 
concentraciones superiores produjeron conversiones de PC menores del 80%. En 
cuanto al tiempo necesario para la síntesis de PT, se observó que la reacción de 
transfosfatidilación a la concentración más baja de PC  (21 mmol/L) requiere sólo 5 
horas para obtener 19 mmol/L de PT, pero usando altas concentraciones de sustrato 
(reacción con 83 mmoles/L de PC) el tiempo aumento hasta las 15 h.  
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En relación a otros resultados publicados anteriormente, se ha descrito que la 
transfosfatidilación proporciona buenos resultados de conversión a bajas 
concentraciones de PLs [130]. En dicho artículo, se compara la transfosfatidilación a 
altas y bajas concentraciones de sustrato, un sistema bifásico compuesto por una 
disolución de PC en éter dietílico (106 mM) y una disolución saturada de serina (3,4 M ) 
utilizando 1 g de dos preparaciones acuosas de PLD de Streptomyces dieron lugar a 
sólo el 36 % de PS. Sin embargo, una mezcla de reacción utilizando una disolución de 
PC en éter dietílico de 17,8 mM alcanzó una producción del 85 % de PS. Estos 
resultados se atribuyen a la inhibición de la PLD por las altas concentraciones de colina 
en el medio, procedente de la PC. Este estudio también indicó la dificultad en la 
eliminación de colina de la mezcla de productos al final de la reacción. Se ha descrito, 
que uno de los principales problemas asociados al escalar el proceso, es la inhibición 
del producto a altas concentraciones de sustrato y esto se traduce en bajos 
rendimientos. Como ya se ha mencionado, el problema está asociado con la 
concentración de colina que tiende a revertir el equilibrio de la reacción. Una posible 
solución es la adición de enzimas específicas de la colina como la colina oxidasa y 
catalasa, pero este doble sistema enzimático aumentaría drásticamente los costes del 
procedimiento, por lo que se descartó. 
Seguidamente, se estudió la influencia de la carga enzimática en reacciones con 
diferentes concentraciones de sustratos. Se añadió PLD hasta llegar a 1 % ,5 % y 10 % 
respecto al peso de reactivos. La conversión de la PC utilizando 167 mmol/L de PC fue 
de 73%, 74%  y  82%, usando 1 %, 5 %, y 10 % en peso de PLD. Por lo tanto, aunque la 
conversión de PC fue ligeramente más alta usando 5 % y 10 % de PLD, la mejora 
obtenida puede considerarse pequeña, y no compensa el incremento de coste del 
bioproceso que conlleva. Por ello, esta estrategia fue descartada. 
Posteriormente se investigó la relación molar, diversas reacciones se llevaron a cabo 
modificando la concentración de los dos sustratos. De esta forma, relaciones molares 
entre PC y tirosol de 1:2, 1:3, 1:5, 1:10 y 1:15 fueron estudiadas. Los mejores 
resultados de conversión de PC (93 %) se consiguieron utilizando las concentraciones 
más bajas de PC (1:10 y 1:15), aunque obviamente, una alta concentración de tirosol 
remanente se encontró en el medio al parar las reacciones. Para obtener una alta 
conversión de PC junto a una alta concentración de PT, se estudió una reacción con 
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elevada concentración de PC y relación molar de 1:15. Efectivamente, la tasa de 
conversión de PC fue alta, pero el tirosol remanente en esta reacción se consideró 
excesivo. La relación molar 1:5 puede ser considerada como una proporción algo más 
adecuada para altas concentraciones de sustrato, ya que permite alcanzar un 90 %  de 
conversión de PC y da lugar a una menor concentración de tirosol en el producto de 
reacción. 
La influencia de la concentración de CaCl2 en la fase acuosa de la mezcla de reacción 
fue otra variable estudiada. Para este propósito, se utilizaron diferentes 
concentraciones de CaCl2 (17, 34 y 67 mmol/L), se observaron mejoras en la 
conversión con diferentes concentraciones de sustratos, y se determinó que la 
utilización de 17 mmol/l de CaCl2 fue suficiente para lograr incluso una conversión de 
PC de 99% a bajas concentraciones de sustrato. Sin embargo, la concentración de CaCl2 
es más relevante en las reacciones con alta concentración de sustratos. La reacción 
con 67 mmol/l de CaCl2, 83 mmol/L de PC y una relación molar PC: tirosol de 1:5, 
produjo mayor conversión de PC (97%) que las reacciones con menos CaCl2, 
conversiones de 90% y 86% fueron obtenidos utilizando 34 y 17 mmol/L de CaCl2 
respectivamente. Por otro lado, utilizando la concentración más alta de CaCl2 (67 
mmol/L) y de PC (167 mmol/L) con una relación molar PC: tirosol de 1:5, también se 
consiguió una alta concentración de PT en el producto de reacción (157 mmol/l) con 
94% de conversión. Aunque se ha descrito que el calcio es un requisito aparentemente 
no significativo para PLDs procedentes de microorganismos Streptomyces [64], han 
sido descritas varias reacciones de transfosfatidilación conteniendo de  40 a 100 mM 
de CaCl2 disuelto en la fase acuosa [151, 181]. 
Una vez encontradas las condiciones más adecuadas para llevar a cabo la 
transfosfatidilación, dos concentraciones de PC 83 y 166 mmol / L fueron elegidas para 
su posterior escalado. La concentración de tirosol remanente no se consideró como un 
factor significativamente negativo, ya que, el tirosol fue recuperado del medio de 
reacción a partir de la fase de butirato de etilo mediante destilación a vacio.  
Seguidamente se estudió la reutilización de la enzima, la reutilización es un factor clave 
con el fin de aumentar la productividad. El propósito de este estudio fue el de 
recuperar tanto la fase acuosa que contiene la enzima, como la fase de butirato de 
etilo que contiene tirosol sin reaccionar para ser reutilizados en un segundo ensayo 
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con una nueva carga de PC. Como paso previo al escalado en planta piloto, estas 
reacciones se llevaron a cabo aumentado 10 veces el volumen total de reacción. 
Se estudió la recuperación enzimática a tres concentraciones diferentes de PC (167 
mmol/L, 83 mmol/L y 21 mmol/L) y se valoraron tres variables; 1) la composición de las 
mezclas de reacción, 2) la separación de las diferentes fases por centrifugación, y 3) la 
preparación de la mezcla de reacción para el segundo ciclo de reacción.  
Los medios de reacción fueron centrifugados cuando la reacción llego al equilibrio. 
Tras la centrifugación, se observó un sistema trifásico compuesto por el tampón, el 
butirato de etilo, y una fase sólida compuesta principalmente por el PT producido. La 
fase butirato de etilo, que contiene principalmente tirosol, se recuperó fácilmente en 
todos los casos, un 90 % del tirosol pudo ser recuperado para todas las 
concentraciones.  Sin embargo, sólo el 55%, 60% y 80% de las fases acuosas fueron 
recuperados tras la centrifugación quedando mezclado con el PT (en las reacciones con 
167 mmol/L, 83 mmol/L y 21 mmol/L de PC). Cabe señalar que cuanto mayor es la 
concentración de sustratos en la mezcla de reacción, más baja es la recuperación de 
ambas fases. Los segundos ciclos de reacción se prepararon en las mismas condiciones, 
pero estas reacciones alcanzaron conversiones significativamente más bajas que los 
primeros ensayos. Tan sólo se lograron conversiones de 13 %, 44 % y 80 % con 167 
mmol/L, 83 mmol/L y 21mmol/L de PC al utilizar el medio enzimático reutilizado. Por lo 
tanto, sólo las reacciones con baja concentración de sustrato parecen ser las 
apropiadas para la reutilización de la enzima. Como se ha indicado anteriormente, la 
concentración de colina en la fase acuosa ha sido descrita como un inhibidor de la 
reacción[130], de este modo la reutilización de la enzima en transfosfatidilación 
requiere una etapa de eliminación de colina. Por otra parte, la reutilización de la 
enzima también se estudió en presencia de diferentes concentraciones de CaCl2. El 
resultado obtenido fue diferente ya que, la fase acuosa se separó fácilmente después 
de la centrifugación (por encima de 90 % de la fase acuosa inicial). Sin embargo, como 
ya se ha descrito, estas condiciones de reacción con CaCl2 producen una conversión 
más alta de PC y, en consecuencia, supondrá una mayor concentración de colina que la 
lograda en ausencia de CaCl2. Por lo tanto, en presencia de CaCl2, la producción de PT 
en los ciclos llevados a cabo con enzima reutilizada fue casi insignificante. Así que, la 
reutilización de la enzima quedó descartada, ya que para conseguir aislar la pequeña 
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cantidad de enzima del medio acuoso o para eliminar la colina de la fase acuosa serían 
necesarios otros métodos que comprometerían la simplicidad del proceso. 
 
Seguidamente, se estudió la metodología para purificar el PT procedente de reacciones 
a tres concentraciones diferentes de PC (167 mmol/L, 83 mmol/L y 21 mmol/L). El 
método desarrollado fue la separación del fosfatidiltirosol formado mediante 
centrifugación a temperatura controlada. Después de la etapa de centrifugación, se 
observó, un sistema trifásico compuesto por una fase acuosa constituida 
principalmente por la disolución de tampón acetato utilizado, otra fase liquida de 
menor densidad formada principalmente por butirato de etilo y una interfase rica en el 
producto de la reacción (PT). Al igual que en la etapa previa de reutilización de la 
enzima, tras la centrifugación, la fase de butirato de etilo, contenía principalmente 
tirosol, que pudo ser recuperado con facilidad. Seguidamente se separó la fase acuosa 
del PT tras un segundo paso de centrifugación quedando parte del PT en la fase 
acuosa. Y después se efectuaron dos lavados de la interfase solida rica en PT: 1) lavado 
con agua para eliminar restos de sales y 2) lavado con butirato de etilo para eliminar 
restos de tirosol.  Finalmente, el análisis por HPLC mostró que el aislamiento del PT a 
partir de la mezcla de reacción con la concentración más baja de PC (21 mmoles/L) dio 
el mejor resultado, dando lugar a un producto final con 84% en peso de PT y un 
rendimiento de extracción de PT del 54%. Sin embargo, a concentraciones más altas de 
PC (83 mmol/L y 167 mmol/L), se observó una difícil separación de la fase acuosa tras 
la centrifugación, consiguiendo productos con menos de un 75% de PT. Además, en 
estas condiciones el rendimiento de aislamiento PT fue también bajo. Cabe señalar que 
una pequeña cantidad de butirato de etilo quedo atrapado en la fase precipitada que 
produjo la contaminación parcial del PT con tirosol. 
Para mejorar el aislamiento en medio de reacción con altas concentraciones de 
sustratos, se evaluó la influencia de CaCl2 en el aislamiento del PT. Por lo tanto, se 
añadió CaCl2 (67 mmol/l) a las reacciones para aumentar la fuerza iónica en la fase 
acuosa y cambiar la partición de PT entre ambas fases. 
En estas condiciones de reacción con CaCl2, se observó una gran mejora en la 
separación de fases, la fase acuosa se separó fácilmente tras la primera centrifugación 
(fue posible recuperar más del 90% de la fase acuosa inicial), y PT y la fase de butirato 
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de etilo fueron fácilmente separados en una segunda centrifugación. Como ya se ha 
señalado, con el CaCl2 se produjeron conversiones de PC más altas, pero además, se 
mejoró el aislamiento de PT, lográndose un menor contenido de tirosol en el producto 
final que contenía 97 % de PT.  
Sin embargo, de manera similar a lo observado en ausencia de CaCl2, a la 
concentración de sustratos más alta estudiada (167 mmol/L de PC) y en presencia de 
CaCl2, la separación de fases tras centrifugación, no llego a ser completa.  
Tras la deshidratación del producto obtenido y para valorar la cantidad de sales en el 
producto final, se realizó una determinación del porcentaje de cenizas del producto 
final. Se comparó el contenido de sal entre la PC inicial y el PT producido mediante la 
determinación del porcentaje en peso de cenizas. Por otro lado, se determinó la 
humedad del producto final, siendo un 4 % el contenido en agua del PT purificado. 
 
Con el fin de obtener mayores cantidades de PT altamente purificado, las dos etapas 
principales implicadas en el proceso (transfosfatidilación y purificación), fueron 
desarrolladas a escala planta piloto. En primer lugar, se llevó a cabo la reacción en un 
reactor de acero inoxidable de 1 litro de capacidad, con 660 g de mezcla de reacción. 
Seguidamente se utilizó una centrífuga en continuo termostatizada para obtener el 
producto. Tras la centrifugación en continuo, el PT quedó en el interior del cilindro de 
clarificación de la centrifuga.  La Figura 12 muestra un diagrama de la producción de PT 
y el sistema de separación semi-continuo a escala planta piloto. Durante la 
centrifugación, el volumen del cilindro de clarificación (250 mL) se llena de fase acuosa 
y PT. Así se observó que volúmenes de fase acuosa y PT superior a 250 mL son 
arrastrados por la salida superior de la centrífuga de forma simultánea a la fase de 
butirato de etilo. Por esta razón, la escala elegida en planta piloto, fue la que da lugar a 
una mezcla de fase acuosa y PT de aproximadamente 250 mL. La reacción se compuso 
de más de 600 g de medio de reacción, con 83,3 mmol/L de PC, relación molar 1:5 PC: 
tirosol, 67 mmol/L de CaCl2, 211 mL de fase acuosa, y 422 mL de butirato de etilo 
usando 40 mg (1%) de PLD (1.500 unidades/mg).  
En las condiciones de reacción elegidas, la mezcla se mantuvo 15 h y seguidamente el 
medio de reacción fue introducido en la centrífuga con la ayuda de una corriente de 
presión positiva de nitrógeno. La mayor parte de la fase de butirato de etilo se eliminó 
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por la salida superior y la fase acuosa se recogió a través de la purga de descarga. Por 
otro lado, el PT se recogió en el interior del cilindro de clarificación y se apartó. Las dos 
fases líquidas se volvieron a mezclar y se introdujeron en la centrífuga para recuperar 
el PT residual, que volvió a acumularse como una fase sólida en el cilindro de 
clarificación. Las dos fases sólidas se mezclaron, se secaron y molieron. Finalmente, 
tras su deshidratación, se produjeron 41 g de un polvo con 94 % de PT y 6 % de tirosol. 
El rendimiento del procedimiento de aislamiento de PT a esta escala fue mejorado, ya 
que fue del 86 %, y la humedad del 4 %. 
 
 
Figura 12. Diagrama proceso escala planta piloto 
 
El principal problema encontrado en este novedoso proceso de producción de PT, fue 
el excesivo uso de tirosol, ya que, este sustrato queda sin reaccionar en el medio de 
reacción. La solución propuesta en el trabajo, consistió en la recuperación del tirosol 
procedente de la fase de butirato de etilo centrifugada mediante evaporación a vacío. 
No obstante, el exceso de uno de los sustratos resta viabilidad y rentabilidad a una 
posible aplicación industrial del proceso. Por lo tanto, en el artículo “Novel and 
efficient solid to solid transphosphatidylation of two phenylalkanols in a biphasic GRAS 
médium” se optimizó aún más, el proceso de producción. Se estudiaron los aspectos 
necesarios para lograr los objetivos propuestos en la producción del fosfolípido 
estructurado, tales como, eficiencia y productividad, además se incluyó también el 
estudio de producción del PHT.   
El precio del HT disponible comercialmente es significativamente mayor que el precio 
del tirosol, esta es la principal razón por la que el trabajo se inició con tirosol y después 
se optimizó con los dos fenilalcanoles.  
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Los resultados obtenidos en el estudio de concentración de sustratos en las reacciones 
con tirosol y con HT son similares. La concentración de PC se incrementó desde 21 
hasta 333 mmol/L con una relación molar 1:10 con ambos fenialcanoles. Pero la 
concentración de 333 mmol/L de PC fue excesiva y no se pudo formar ni PT ni PHT, 
considerando 167 mmol/L la concentración máxima de sustratos. 
También se pudo observar una conversión de PC similar con los dos fenilalcanoles, al 
estudiar la relación molar entre sustratos. Sin embargo, se observó que la conversión 
de PC era algo peor para ambos fenilalcanoles empleando relaciones molares de PC: 
fenilalcanol de 1:3 y 1:2, lo que podría indicar, que la PC es el sustrato limitante en la 
reacción. 
Seguidamente, se estudiaron altas concentraciones de sustratos con relación molar 
1:2, con el fin de reducir al máximo posible el exceso de uno de los sustratos y abaratar 
así el proceso.  Los resultados fueron positivos, pero en todas estas reacciones siguen 
permaneciendo cantidades importantes del fenilalcanol en exceso al final del 
bioproceso, lo que supone un alto coste sobretodo en HT. Además, complica el 
procesamiento posterior para la recuperación del nuevo fosfolípido producido. Por 
esta razón, la transfosfatidilación se estudió también con una relación equimolar de 
ambos sustratos a dos concentraciones diferentes, 83 y 167 mmol/L. Las conversiones 
de PC obtenidas en estas condiciones estequiométricas fueron significativamente bajas 
(60% y 35%) y la carga enzimática en estas reacciones se mantuvo al 1%. Otros 
autores, han descrito la relación entre la relación molar de sustratos al inicio de la 
reacción y el pH de la fase líquida [182], demostrando que incluso una relación entre 
sustratos ligeramente desigual puede tener un gran efecto en la tasa de reacción. 
Sobre la base de estos resultados, es posible crear un modelo para la predicción del 
cambio de pH desde el inicio de la reacción y durante el progreso de la misma, esto 
puede explicar tanto los rendimientos finales, como la cinética enzimática en estos 
sistemas [183]. Por lo tanto, el pH de estos sistemas puede ser controlado por la 
adición de sales inorgánicas (ácidos o bases). Estas sales pueden utilizarse también 
cuando la termodinámica en estas reacciones es desfavorable y no se logra la 
precipitación del producto. Además, la adición de contra-iones específicos que forman 
sales poco solubles con el producto (pero no con los sustratos) da lugar a sales de 
productos que precipitan en la mezcla de reacción. Tomando en consideración estos 
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hechos, se añadió 67 mmol/l de CaCl2 a las mezclas de reacción con relaciones 
equimolares entre sustratos, lo que aumentó la conversión de PC hasta 
aproximadamente 85% en ambos fenilalcanoles, logrando así una mejora muy 
significativa. 
A continuación, se investigó la proporción volumétrica entre la fase acuosa y la fase 
butirato de etilo, planteándola como una reacción sólido-sólido. Se ha señalado que la 
viabilidad termodinámica de las reacciones de sólido-sólido es independiente del 
solvente a una actividad de agua fija [184]. Cabe también señalar que en estas 
reacciones los sustratos no están completamente disueltos en el medio y los productos 
precipitan según se van formando, de este modo el producto se acumula en dos fases; 
el precipitado sólido y la fase líquida de la mezcla de reacción. Como regla general, se 
ha sugerido que los disolventes más bien hidrófilos (con bajo log P) dan los mejores 
resultados en reacciones sólido-sólido de péptidos y ésteres de AGs con azúcares 
[185]. Estas observaciones se explican por una correlación inversa entre el rendimiento 
del producto y la solubilidad del producto [186], por tanto, se estudió la influencia de 
la proporción volumétrica relativa al medio bifásico (relaciones volumétricas de 
butirato de etilo: tampón 10:1, 5:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:5, 1:10). Para conocer la relación 
optima del medio bifásico, la concentración de ambos sustratos elegidos fue 167 
mmol/L.  Los resultados indicaron que las proporciones de butirato de etilo: tampón 
óptimas, son diferentes según el fenilalcanol utilizado, para el tirosol fue (2:1) y para el 
HT (1:1).  Por otra parte, en todos los casos estudiados, la conversión de la reacción fue 
menor para HT que la de tirosol. Estas diferencias observadas podrían estar 
relacionadas con la diferente solubilidad de tirosol e HT en butirato de etilo y tampón. 
El tirosol es menos polar ( Log P 1.05 ± 0.34 ) [187], se solubiliza en butirato de etilo y 
además, no se ve afectado por la proporción de tampón en la mezcla de reacción 
cuando la proporción de butirato de etilo: buffer es menor que 2. Por el contrario, el 
HT más polar (Log P 0.55 ± 0.65) se puede repartir tanto en butirato de etilo como en 
tampón. Por esta razón, el aumento de las proporciones de butirato de etilo superior a 
la relación 1:1 diluye la concentración efectiva de HT y se observa una reacción de 
transfosfatidilación con menor conversión. Por el contrario, proporciones más altas de 
tampón en el caso de tirosol tuvieron un efecto insignificante en la reacción de 
transfosfatidilación.  
143 
 
Por otro lado, se determinaron las solubilidades de PC, PT, y PHT en butirato de etilo, 
la baja solubilidad de estos tres fosfolípidos en butirato de etilo indica que la 
transfosfatidilación se produce en un sistema de reacción sólido-sólido. Por tanto, se 
puede señalar que la tasa de solubilización de la PC en la mezcla de reacción, es el paso 
limitante en la reacción de transfosfatidilación. Además, el producto de reacción se 
acumula como un sólido insoluble en la mezcla de reacción, desplazando el equilibrio 
de la reacción hacia la formación del producto. Este hecho mejora la conversión de PC 
y también permite aumentar la productividad volumétrica del sistema de reacción 
mediante el uso de concentraciones altas de sustratos de hasta 167 mM. 
La reacción no deseada de hidrólisis enzimática de PC asociado con la reacción de 
transfosfatidilación también fue considerada. Para ello se estudió la aparición de ácido 
fosfatídico en las mezclas de reacción. Este subproducto indeseable no se detectó 
mediante HPLC, en ninguna de las reacciones de transfosfatidilación investigadas, lo 
que indica que no existió hidrolisis asociada a la reacción de transfosfatidilación. 
Finalmente, se estudió el curso de la reacción con el tiempo de las dos reacciones de 
transfosfatidilación en condiciones óptimas. Estas reacciones se llevaron a cabo a 167 
mmoles/L de ambos sustratos y una proporción butirato de etilo: tampón de 2:1 y 1:1 
para el tirosol y el HT respectivamente. Se observaron diferentes velocidades de 
reacción en las dos transfosforilaciones, la reacción con HT, mostró una velocidad de 
reacción más baja que la de tirosol. Esta variación, se puede explicar por la diferencia 
estructural en el anillo de benceno entre los dos fenilalcanoles. Se ha descrito 
anteriormente que el grupo meta-hidroxilo en el anillo de benceno podría inhibir 
ligeramente la transfosfatidilación de la PLD [149]. En ambos casos se alcanzó el 
equilibrio de reacción en aproximadamente 15 h con más de un 90% de conversión de 
PC, por lo tanto, altas concentraciones de PHT y PT (137 y 145 mmol/L) se consiguieron 
en relativamente poco tiempo, sin utilizar exceso de sustratos y cantidades de enzima 
adecuadas para aplicaciones industriales (relación de reactivos/enzima de 100/1). 
 
El aislamiento del PT y del PHT se estudió en las reacciones consideradas como 
optimas, con 167 mmol / L de PC y del fenilalcanol, en un medio bifásico compuesto de 
butirato de etilo y tampón 2:1, y 1:1 para PT y PHT, respectivamente. Como paso 
previo al escalado en planta piloto estas reacciones se llevaron a cabo aumentado 10 
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veces el volumen de reacción. Para recuperar el PT y el PHT se utilizó el método de 
centrifugación descrito en el artículo previamente publicado. Se observaron resultados 
similares tras la centrifugación de las mezclas de reacción, un sistema trifásico 
compuesto por una fase acuosa, butirato de etilo y una fase sólida formada 
principalmente por PT o PHT. Tras separar las fases, la fase sólida obtenida, se lavó con 
butirato de etilo y agua destilada. Se obtuvieron dos productos sólidos con una 
composición de 94% de PT (6% tirosol y 0% de PC) y 91% de PHT (6% HT Y 3% de PC). El 
contenido en cenizas de los dos productos fue de 10%, y el contenido de agua 4% y 5% 
en PT y PHT respectivamente. 
 
Finalmente, el proceso fue escalado de manera similar al PT obtenido antes de 
optimizar el proceso. Aunque en este caso, 204 mL de mezcla de reacción se 
incorporaron en el reactor de 1 L para probar la reproducibilidad del procedimiento a 
esta escala. La mezcla de reacción se centrifugó dos veces para eliminar la fases acuosa 
y el butirato de etilo, después, se lavó el sólido resultante con butirato de etilo y agua 
destilada para obtener PT y PHT con el menor contenido posible de tirosol e HT. 
Finalmente, se obtuvieron 26 y 24 g de PT y PHT en polvo. Los productos estaban 
compuestos respectivamente de 88% de PT, 7% de tirosol, y 5% de PC en un caso y de 
86% de PHT, 8% HT y 6% de PC en el otro. El contenido de cenizas fue 10% en ambos 
casos, y la humedad fue de 5% y 3% para PT y PHT respectivamente. 
El rendimiento de los productos, definido como el porcentaje de peso de producto 
puro obtenido fue similar antes y después del escalado para PT y PHT (85% y 76%). 
Estos resultados indican que el procedimiento descrito es fácilmente escalable, aunque 
podrían investigarse más a fondo las etapas de lavado y centrifugación. Una pureza 
ligeramente inferior de PT y PHT se obtuvo al escalar a 204 mL en comparación a la de 
24 mL. Este resultado podría estar relacionado con la geometría de los diferentes 
reactores y dispositivos de centrifugado utilizados que pueden influir tanto en la 
conversión como en la eficiencia de los lavados posteriores. Por el contrario, se obtuvo 
un contenido similar de fenialcanoles sin reaccionar en ambos procedimientos. Estos 
resultados sugieren que tanto la conversión de la reacción, como los procedimientos 
de lavado, deben ser considerados cuidadosamente durante el escalado con el fin de 
mejorar la pureza y eliminar la PC sin reaccionar de manera más eficiente.  Sin 
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embargo, se debe tener en cuenta que un lavado más eficiente también podría 
conducir a rendimientos más bajos de PT y PHT por solubilización parcial de los 
productos de reacción durante los lavados. Dos técnicas de secado fueron empleadas: 
evaporación a vacío y liofilización. Ambas metodologías dieron lugar a productos con 
contenido en agua similar, lo que indica que las dos técnicas de deshidratación 
resultan adecuadas para eliminar la humedad de los productos finales.  
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8 CONCLUSIONES 
 
Las conclusiones derivadas del trabajo realizado se clasifican según los objetivos 
planteados: 
 
1. Se ha ilustrado la validez de los lípidos portadores estructurados en la mejora 
de bioactividad e incorporación de ingredientes funcionales en alimentos.  
Entre los diversos sistemas de administración de lípidos, los fosfolípidos han 
sido elegidos como lípidos portadores de interés.  Las diferentes fosfolipasas y 
reacciones disponibles en el ámbito científico e industrial han sido revisadas. 
Esto ha permitido planificar un proceso de modificación de PLs viable para la 
industria alimentaria. 
2. Se ha adaptado la metodología de extracción con disolventes y análisis de 
fosfolípidos ya existente, logrando un método de extracción y dos nuevos 
métodos de HPLC adecuados para la monitorización de las reacciones 
orientadas a la obtención de fosfolípidos estructurados.  Además, se han 
desarrollado otros dos métodos de HPLC semipreparativo acoplado a colector 
de fracciones, que lograron purificar los nuevos fosfolípidos estructurados, para 
su uso como patrón analítico. 
 
3. Se han obtenido dos fosfolípidos estructurados, de alta pureza que incorporan 
en su estructura un compuesto fenólico bioactivo. La producción a escala 
planta piloto de ambos productos ha sido llevada a cabo para su incorporación 
en alimentos como ingrediente funcional o tecnológico. 
 
4. Se ha desarrollado un proceso biocatalítico (habitualmente caracterizado por el 
uso de disolventes) sin utilizar ningún componente potencialmente peligroso 
para el ser humano, integrando tecnologías inocuas y medioambientalmente 
limpias.  En este proceso, se ha desarrollado un nuevo medio de reacción nunca 
antes descrito, compuesto de una fase acuosa y butirato de etilo, que puede 
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ser considerado como una alternativa a los disolventes orgánicos más tóxicos 
comúnmente utilizados.  
 
5. Se ha conseguido desarrollar una eficiente reacción sólido-sólido de 
transfosfatidilación, optimizando parámetros de reacción como relación entre 
sustrato, concentraciones de sustrato, carga enzimática, composición del 
medio bifásico y contenido en sales, para lograr un proceso con alta 
productividad y un producto de elevada pureza.   
 
6. Se ha asegurado la potencial viabilidad del proceso en el sector industrial 
alimentario basando su rentabilidad en una baja carga enzimática mediante el 
empleo de una relación enzima:sustratos de 1:100. El proceso además, se ha 
desarrollado utilizando una fosfolipasa D de grado alimentario.  
 
7. Se ha diseñado un proceso de purificación del fosfolípido, producido de forma 
sencilla y sin utilizar disolventes tóxicos. Teniendo en cuenta que la reacción 
enzimática se llevó a cabo en condiciones equimolares y que el medio bifásico 
fue elegido teniendo en cuenta la purificación posterior del producto. Dicha 
purificación requiere tan solo la centrifugación del medio de reacción para 
recuperar el nuevo fosfolípido con elevada pureza y rendimiento.   
 
8. Se ha ajustado el proceso desarrollado en planta piloto, valorando los 
problemas que surgen en el escalado. Además, este procedimiento es 
adecuado para preparar cantidades suficientes de estos dos nuevos fosfolípidos 
que permitan evaluar su potencial como antioxidantes tecnológicos, o 
investigar sus posibles actividades biológicas. 
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